


unter Mitwirkung von | oe 


& 


&B. ABDERHALDEN-Halle, SVANTE ARRHENIUS-Stockholm, P. BRIGL- 
Hohenheim, G. EMBDEN-Frankfart a.M., H.EULER-Stockholm, H, FISCHER- 
_-Miinchen, W.. GULEWITSCH- Moskau, 0. HAMMARSTEN-Upsala, S. G. 
‘HEDIN- Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE- Innsbruck, G. 
[ jj HOPPE-SEYLER-Kiel, 0. KESTNER-Hamburg, F. KNOOP-Freiburg i. Br., 
L, KREHL-Heidelberg, Wm. KUSTER-Stuttgart, CARL TH. MORNER- _ 
Upsala, F. v. MULLER-Minchen, J. P. PAWLOW-St. Petersburg, P. 

PFEIFFER-Bonn 1. Rh., F. PREGL-Gras, W. E. RINGER- Utrecht, 8. P.L. 

- SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL-Berlin, H. THIERFELDER- 

Tubingen, K. THOMAS-Leipsig, H. WIELAND- Miinchen, 
R. WILLSTATTER-Miinchen, A. WINDAUS-Géttingen, 
BE. WINTERSTEIN-Zirich, R. v. ZEYNEK-Prag. 


e 


q herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg. 





oe Einhundertundfiinfzigster Band, 
oe Flinftes und seehstes Heft. 


Mit 8 Figuren im Text und 1 Tafel : i - 





























EINHUNDERTUNDFUNFZIGSTER BAND. 
FUNFTES UND SECHSTES HEFT. — 


Inhalt. 4 : Seite 


Liidtke, Max. . ep von Jae dara use auf 2, 5- ‘Dioxo- 
piperazine ... . ; : Ae ew BES 

Kuhn, Richard, und Herbert Miineh. Uber Glueo- und Frueto- 
saccharase. Mit 3 Figurén im Text... . , ROI | 

Fischer, Hans, und Hermann Fink. Uber Heprepienkyiinicwtiens 
durch Hefe und ihre Beeinflussung. III. ‘Mitteilung. Kopro- 
pbrphyrinester aus Reinkulturen -von —— anamensis. 


Mit einer Tafel ... . : ? : 243 
Papendieck, Arno. Uber Porphyrine aus Blutfaxbatof U1. Mit- 


telluns. 3... 261 


Wieland, Heinrich, ee Otto ‘Schlichting. “‘Deteesbauee. iiber 
die Gallensiuren. XXIV. Mitteilung. Uber den Vorgang der 


Wasserabspaltung unter Bildung neutraler Substanzen . . . 267 
Schumm, 0. Uber ,,Haimochromogenreaktionen“ an Hefe u. Pflanzen- 
samen, Oxydasereaktionen und Blutnachweis. . . . 276 


Willstiitter, Richard, und Charles D. Lowry, jr. Iniarlteteisds- 
rung in der Hefe. Elfte Abhandlung zur Kenntnis des In- 


WOFTIO SS 5G a a ea eae ee ce eee 
Krause, Hugo. Uber die Verbindungen des Formaldehyds mit 
GRYROKON i SON ee a ee ee ee ee 


Fir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


N. J. Gawrilow; R. Willstaitter, K. Schneider und E. Wenzel; 
G. Embden u. H. Hentschel; M. Altmann; G. Embden, H. Hirsch- 
Kauffmann, E. Lehnartz u. H. J. Deutickes W. K ister; A. Wind- 
aus u. S. V. Shah; W. Kister u. W. Ruff; A. Virtanen, H. Karl- 
strém u. R. Bick; R. Willstatter u. Eugen Bamann (3); R. Will- 
stitter, Wolfgang GraBmann u, O. Ambros (4); 0. Schumm (4); 
E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner; E. Abderhalden uv. R. . 
Haas; H.W. Gonell; F. Haurowitz; H. v. Euler u. K. Josephson(3); 
A. Lebedew; E. Abderhalden (3); E. Abderhalden u. Quast; H. 
y. Euler u, R. Nilsson (3); E. Abderhalden u. H. Sickel; E. 
Abderhalden u. E. Schwab; Nogaki; L. Michaelis; R. 0. Herzog: 
M. Bergmann u. F. Statter; A. Papendieck; ¥. Brigl u. R. Held; 
E. Abderhalden u. E. Rossner; A Bergmann u. L. Zervas. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologisch Chemie erscheint in 
' Banden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. Phe. : : 
Die in dieser Zeitschrift zu publizierenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus 
technischen Griinden ~ ich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion 
_ gugehen, aufgenommen, urze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden 
in der Regel am Schiu§ des Heftes und auSerhalb der Reihenfelge des Eingangsdatums 
mitgeteilt. — Bereits in anderen Zeitschriften veréffentlichte Arbeiten, sowie Referate 
iber bereits publizierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. — 

‘Das Honorar betrigt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit werden dem 
Verfasser 75 Separat-Abdriicke gratis geliefert. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen chemischen Gesellschaft maBgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 


Anschrift fiir Man Manuskriptsendun : Geheimer Bat Mi cmia 
Dr. A. Kossel, weiss LandfriedstraBe 7. SY med 











Einwirkung von Phenylisocyanat auf 2,5-Dioxopiperazine. 
Von 


Max Liidtke.') 





(Der Redaktion zugegangen am 27. September 1925.) 


Durch Paal ist eine Methode bekannt geworden, nach 
der man Aminosiiuren mit Phenylisocyanat kuppeln kann.®) 
Durch Auflésen der Aminokérper in Alkalien und Zufigen 
der berechneten Menge Phenylisocyanat wurden Verbindungen 
erhalten, deren Aminogruppe sich mit dem Reagens zu sub- 
stituiertem Harnstoff vereinigt hatte. Auch Dipeptide reagieren 
nach dieser Methode, und zwar nur mit der primiren Amino- 
gruppe.*) Da die gewonnenen Produkte meistens ein gutes 
Krystallisationsvermégen und einen exakten Schmelzpunkt be- 
sitzen und die Umsetzung oft nahezu quantitativ verliutft, 
durfte man auch fiir Additionsprodukte der 2,5-Dioxopiper- 
azine Higenschaften erwarten, die sie zur Isolierung aus Ge- 
mischen und zur genauen Identifizierung geeignet machen, 
sobald es gelang, die sekundaére Aminogruppe in ihnen zur 
Reaktion zu bringen. 





1) Die vorliegende Arbeit ist von Herrn M. Liidtke durchaus 
selbstiindig in Angriff genommen und dnrchgefiihrt worden und zwar 
bevor die verwandte Mitteilung von E. Abderhalden und Schwab 
[Diese Zs. Bd. 143, S. 290 (1925)] erschienen war. Herzog. 

*) Paal, Chem. Ber. Bd. 27, 8. 974 (1894); vgl. auch B. Kihn, 
Chem. Ber. Bd. 17, S. 2880 (1884). 

5) Emil Fischer, Untersuchungen iiber Aminosiuren usw.; Neu- 
berg u. Manasse, Chem. Ber. Bd. 38, S. 2359 (1905); Neuberg u. 
Rosenberg, Biochem. Zs. Bd. 5, S. 456 (1907). 
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Das ist der Fall beim Erhitzen der betreffenden Amino- 
kérper mit einem UberschuB an Phenylisocyanat (3 bis 
5 Mol) auf etwa 170°. Bei dieser Einwirkung werden beide 
NH-Gruppen des Anhydrids besetzt: 


CHR—CO 
20,H,NCO + HN NH 


O—CHR | 
ACHR —CO ‘J 
= C.H;NHCONC NCONHC,H, . 
CO—CHR 


Es entstanden also 1,4-Di-phenylcarbaminsiure- 2,5 -di- 
oxopiperazine (Phenylisocyanate der 2,5-Dioxopiperazine). Die 
Kupplungsprodukte fallen beim Erkalten aus. Durch Waschen 
mit trockenem Ather wird ‘tiberschiissiges Phenylisocyanat, 
durch Auskochen mit Wasser oder Alkohol werden unver- 
iindertes Anhydrid und Zersetzungsprodukte entfernt. Durch 
Umkrystallisieren aus Amylalkohol kénnen die Koérper krystalli- 
siert gewonnen werden. Mit Ausnahme des ersten Gliedes der 
Reihe sind die Verbindungen durch scharfe Schmelzpunkte, 
gutes Krystallisationsvermégen und bequeme Léslichkeitseigen- 
schaften ausgezeichnet. Die Ausbeute betrigt bis zu 94°/, 
der theoretisch méglichen Menge. Die Verbindungen zeigen 
keine Pikrinsaéurereaktion.’) 

Peptide verhalten sich, wie vorliufig festgestellt wurde, 
entsprechend den Angaben von Kiihn. Wiahrend die primire 
Gruppe einen substituierten Harnstoff bildet, entsteht an der 
sekundiren unter Wasseraustritt ein Hydantoin. Nebenher 
liuft noch eine Zersetzung des Phenylisocyanats zu Diphenyl- 
harnstoff durch das enstandene Wasser, wobei Kohlensaure 
frei wird. 





1) Es liegt nahe, durch Wahl eines anderen Cyanats, wie dies 
C. Neuberg und seine Mitarbeiter (a. a.0.) getan haben [vgl. auch 
Valleé, Ann. de Chim. et de Phys. [8] Bd. 15, S. 406 (1908)], die Kigen- 
schaften der Additionsprodukte so zu beeinflussen, da8B mit ihrer Hilfe 
die Frage nach dem primiren Vorkommen von 2,5-Dioxopiperazinen im 
Eiwei8 geklirt werden kann. Ferner kommen die Verbindungen fiir 
die Feststellung der Lage von NH- und OH-Gruppen in den Spalt- 
produkten teilweise verdauter EiweiSstoffe in Betracht. Es sind Unter- 
suchungen in dieser Richtung eingeleitet worden. | 
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Versuche. 
Glycin-anhydrid-di-phenylisocyanat (1,4-di-phenyl- 
carbaminsiure-2,5-dioxopiperazin). 


C.H;NHCONC 
CO—CH, 


0,25 g Glycinanhydrid wurden mit 0,78 g Phenylisocyanat 
(3 Mol) iibergossen, auf dem Sandbade erhitzt und etwa */, Std. 
lang bei Siedetemperatur (etwa 170°) gehalten. Die Masse 
léste sich nicht und war gegen Ende des Prozesses ganz 
schwach gelb gefirbt. Nach Erkalten wurde abgesaugt und 
zur Entfernung tiberschiissigen Phenylisocyanats gut mit Ather 
nachgewaschen. Der Riickstand wurde zerrieben und mit der 
10fachen Gewichtsmenge Wasser gut ausgekocht, um etwa 
unverindert gebliebenes Anhydrid fortzunehmen. Die Sub- 
stanz, die hierin kaum ldslich ist, blieb, siedend hei8 abfiltriert, 
in blittrigen Krystallen zuriick. Die Ausbeute betrug 0,5194 g, 
also 67°/,. Aus dem Waschwasser konnte das restliche An- 
hydrid unverindert zuriickerhalten werden. Bereits jetzt stimmten 
die Analysenwerte auf das oben genannte Produkt. Zur Analyse 


wurde im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 
2,997 mg Substanz verbrauchten 2,39 ecm n/70-HCl. 


NCONHGE, 


4,174 mg »  gaben 1,795 mg H,O und 9,392 mg COQ,. 
C,.H,.0,N, (352,2) Ber. C 61,33, H4,58% N 15,92°, 
Gef. ,, 61,39 » 4,81 » 15,95 


Die Substanz beginnt bei 220° sich gelb zu farben, wird 
gegen 270° braun und zersetzt sich dann. Die Léslichkeit 
steigt in der Reihenfolge: Chloroform, Ather, Aceton, Essig- 
ester, Athylalkohol, Amylacetat, Isoamylalkohol, bleibt aber 
immer gering. Die Pikrinsiurereaktion fallt negativy aus; 
jedenfalls ist die geringe Verfarbung der erhitzten, mit Sub- 
stanz und Pikrinsiurelésung versetzten Sodalésung gegeniiber 
dem blinden Versuch nicht als positive Reaktion anzusprechen. 


Glycyl-alanin-anhydrid-di-phenylisocyanat (1,4-di- 
phenylcarbaminsdure-3-methyl-2,5-dioxopiperazin). 
0,25 g Glycyl-alanin-anhydrid mit 0,75 g (3 Mol) Phenyl- 
isocyanat auf dem Sandbad bis zum Sieden erhitzt. Substanz 
15* 
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ging in Lésung. Das beim Erkalten abgeschiedene Reaktions- 
produkt wurde abgesaugt, mit Ather gewaschen, mit etwa 
50 com Wasser kurze Zeit gekocht, heiB filtriert und iiber 
Schwefelsiure im Vakuum getrocknet. Ausbeute: 0,6732¢ = 
94°/,. Die Substanz war analysenrein. Durch Umkrystalli- 
sieren von 0,1 g in 10 ccm siedenden Isoamylalkohols wurde 


sie in kreuzweise gelagerten oder zu Biischeln vereinigten 
Nadelchen erhalten. 


3,464 mg Substanz verbrauchten 2,63 ccm n/70-HCl. 
6165mg .,,  gaben 2,874 mg H,O und 14,000 mg CO,. 
C,9H,,0,N, (866,17) Ber. C 62,279, H 4,95% N 15,80%, 
Gef. ,, 61,90 5 5,22 » 15,19 
Der Schmelzpunkt der umkrystallisierten Substanz lag bei 
155—156° (korr. 158—159°). Sehr schwer léslich in kaltem 
und heiBem Wasser und Ather. In Wasser auch schwer be- 
netzbar. Liéslich in kaltem Amylacetat, leichter in heifem; 
beim Verdunsten des Lésungsmittels bleiben Nadeln zuriick. 


Phenylalanyl-glycin-anhydrid-di-phenylisocyanat 
(1,4-di-phenylcarbaminsaure-3-benzyl-2,5-dioxo- 
piperazin). | 


0,25 g Phenylalanyl-glycin-anhydrid mit 0,72 g Phenyl- 
isocyanat (5 Mol) wie vorstehend behandelt. Da das Ausgangs- 
material in Wasser sehr schwer lislich ist, wurde die 100 fache 
Menge 50°/,igen kochenden Alkohols zu seiner Entfernung 
verwandt. Siedend heif filtriert. Riickstand tiber Schwefel- 
siure im Vakuum getrocknet, Ausbeute: 0,5040g = 93 °/,. 
Die Analysenwerte stimmten bereits jetzt mit den theoretischen 
itiberein. Um den Korper in Krystallform zu erlangen, wurden 
0,2 g in 30 ccm Isoamylalkohol bei Wasserbadtemperatur ge- 
lést. Beim Einstellen in Eiskochsalzmischung fiel die Ver- 
bindung als flockiger Niederschlag in feinen, zu Drusen ver- 
einigten Nadelchen aus. In verdiinnten Lésungen mubBte 
Wasser und Athylalkohol zugesetzt werden, bis eine homogene 
Flissigkeit entstand. Nach dem Absaugen wurde mit Ather 
gewaschen und getrocknet. | 
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3,797 mg Substanz verbrauchten 2,36 ccm n/70-HCl. 


5,645 mg ,, gaben 2,485 mg H,O und 14,010 mg CO,. 
C,sHy,0,N, (442,21) Ber. C 67,84, H5,02%  N 12,67% 
Gef. ,, 67,71 » 4,98 » 12,48 


Schmelzp. 151—152° unter Zersetzung (korr. 154%. Keine 
oder doch nur schwache Pikrinsiurereaktion. Auch auf Hin- 
zufiigen von Sodalésung zur im Amylacetat gelésten Substanz 
trat keine eindeutige Reaktion auf. 


Zum SchluB sei mir verstattet, Herrn Prof. Dr. R. O. Her- 
zog fir Erméglichung der Durchfihrung dieser Arbeit bestens 


zu danken. 











Uber Gluco- und Fructosaccharase. 


Yon 


Richard Kuhn und Herbert Miinch. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften in Mincher.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. August 1926.) 





Theoretischer Teil. 


Auf Grund der Erkenntnis, da8 gewisse Carbohydrasen in 
ibrer Wirksamkeit durch «- und §-Zucker ungleich beeinflubt 
werden’), hat man versucht, Enzyme, die auf ein und dasselbe 
Substrat einwirken, naher zu differenzieren.”) Es ist namlich 
anzunehmen, daB die Herabsetzung der Hydrolysengeschwindig- 
keit, wie sie durch die Spaltprodukte bewirkt wird, nur dann 
einen Einblick in die Wirkungsweise des betreffenden Enzyms 
gestattet, wenn sich die Messungen auf jene stereoisomere 
Form des Spaltproduktes beziehen, die am Aufbau des Sub- 
strates beteiligt ist. Wenn z. B. die enzymatische Hydrolyse 
des Rohrzuckers, der als @-Glucosid erkannt ist*), durch /-, 
nicht aber durch e-Glucose gehemmt wird, so drangt es sich 
auf, eine Beziehung zwischen der untersuchten Saccharase und 
der Glucosehilfte des Zuckermolekiils in Abrede zu stellen 
und die Affinitit zur Fructose fiir das Zustandekommen der 





1) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, 8. 284 (1928). 

*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1923); Naturw. Bd. 11, S. 732 
(1928); Liebig, Ann. der Chem. Bd. 448, 8. 1 (1925). 

’) E.F. Armstrong, Chem. Soc. Bd. 83, 8. 1805 (1908); C.S. Hudson, 
Am. Soe. Bd. 80, S. 1160 u. 1564 (1908). 
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Rohrzuckerhydrolyse allein verantwortlich zu machen. Um- 
gekehrt scheint sich eine Saccharase, die nicht durch Fructose, 
wohl aber durch «-Glucose gehemmt wird, den Glucoserest 
der Saccharose als Angriffspunkt zu wihlen. Die auf solche 
Weise gekennzeichneten beiden Saccharasetypen sind in der 
Tat in Praparaten aus Loéwenbrauhefe bzw. aus Aspergillus 
oryzae aufgefunden und als Fructo- bzw. Glucosaccharase be- 
zeichnet worden. 

Es lassen sich indessen nicht alle Hefesaccharasen diesem 
Schema einfiigen. Bei Untersuchung einer Saccharase aus 
Unterhefe H der St. Eriksbrauerei fanden H. v. Kuler und 
K. Josephson!) die Affinitit zur a-Glucose zwar gleich- 
falls kleiner als die Affinitit zur f-Glucose, doch war die 
Differenz nur unbedeutend. ,,Diese Tatsache spricht“ nach 
H. v. Euler’) ,,fiir die Existenz verschiedener Saccharagen.“ 
Er laBt dabei die Frage offen, ob es sich um verschiedene 
Modifikationen bzw. Derivate einer Saccharase*) oder um eine 
Reihe von Saccharasehomologen*) oder um mutamere Formen 
des Enzyms handelt, welche den «- und #-Formen der Zucker 
ihnlich sind.5) C. Oppenheimer’) glaubt die Unstimmigkeiten 
zwischen den Beobachtungen von R. Kuhn einerseits, von 
H.yv. Euler und K. Josephson andererseits durch die An- 
nahme eines Gemisches von Gluco- und Fructosaccharase in 
der Unterhefe H erklairen zu kénnen. Eine weitere Erklirungs- 
méglichkeit besteht in der Annahme einer einzigen einheitlichen 





1) Diese Zs. Bd. 132, S. 301 (1924); K. Josephson, Diese Zs. 
Bd. 184, S. 50 (1924). 

*) H. v. Euler, Chemie der hina 3. Aufl., I. Teil, S. 152 ff. und 
S. 811 f. (1925). 

8) H. v. Euler, K. Josephson u. K. Myrbick, Diese Zs. Bd, 130, 
S. 87 (1928) und zwar S. 98. 

4) H.y. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 145, S. 130 (1925) 
und zwar S. 139; vgl. auch H. v. Euler u. O. Svanberg, Ferment- 
forschung Bd. 4, S. 142 (1920) und zwar S. 153. 

5) H. v. Euler u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 132, S. 301 (1924) 
und zwar §. 327. 

8) Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., Leipzig 1924—25, 
S. bias und §S. 565 f. 
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Hefesaccharase, deren wechselndes Verhalten zu den stereo- 
isomeren Zuckern durch Schwankungen in der Natur und 
Menge von Begleitstoffen bedingt wird. Die wahre stereo- 
chemische Spezifitit der Hefesaccharase wire uns in diesem 
Falle noch unbekannt. Fir einen Hinflu8 von Begleitstoffen 
spricht die Beobachtung, da8 die Affinitiit gewisser Saccharasen 
zum Rohrzucker durch arteigene und artfremde Kochsifte ver- 
indert werden kann.') Wir halten es fiir méglich, dab auf 
ihnlichem Wege auch die Affinititen zu den Spaltprodukten 
beeinfluBbar sein werden.’) 


Die Einteilung der Rohrzucker spaltenden Enzyme in 
Glucosaccharasen und Fructosaccharasen hat C. Oppen- 
heimer’) der Besprechung dieser Fermentgruppe zugrunde 
gelegt. Es wird dabei in Ubereinstimmung mit einer friher 
geauBerten Ansicht*) die Saccharase der Kulturhefen als Fructo- 
saccharase angefthrt. Mit Riicksicht auf die Bedeutung, die 
hiermit den spezifischen Hemmungserscheinungen fir die 
Systematik der zuckerspaltenden Enzyme eingeraumt wird, 
haben wir das Verhalten verschiedener Hefesaccharasen gegen 
a- und #-Glucose sowie gegen Fructose auf breiterer Basis 
als bisher untersucht. 

Unter 12 Saccharaselésungen aus verschiedenen Hefen 
konnten wir nach ihrem Verhalten gegen die Spaltprodukte 
des Rohrzuckers folgende Typen unterscheiden. Als MaB der 
Reaktionsgeschwindigkeit wurden dabei die fir die Reaktions- 
dauer ¢= 0 extrapolierten monomolekularen Reaktionskon- 
stanten gewahit. 





11 R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1922—23) und zwar 
S. 54 ff. 

2) Kine wesentliche Anderung der Affinitit zum Rohrzucker wurde 
bei der Reinigung von Saccharaselésungen noch nicht beobachtet. Wir 
haben gepriift, ob bei der Reinigung nach den Adsorptionsmethoden 
R. Willst&tters eine Anderung der Affinitit zu den Spaltprodukten 
bemerkbar ist. Wir kommen auf diese Versuche in anderem Zusammen- 
hang zuriick. : 

8) A.a.O., S. 527. 

‘) Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1923); Naturw. Bd. 11, S. 732 (1928). 
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1. Hemmung durch a-Glucose sehr viel schwicher als q 
Hemmung durch #-Glucose; Fructose hemmt. S 


Beispiele: Autolysat aus Sinnerhefe vom 9. Jan. 1925 (Saccha- 
rase L) und eine durch Kaolinadsorption gereinigte 
Enzymlésung aus Liwenbriuhefe vom Nov. 1922 (Sac- 
charase A). Autolysat aus Hefe ,,.M, bezogen Mitte 
Dez. 1924 vom Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin N 
(Saccharase K). 


2. a- und §-Glucose hemmen nicht; Fructose hemmt. 


Beispiele: Autolysat aus Léwenbriiuhefe vom Nov. 1924 (Saccha- 
rase B) und ein Chloroform-Wasserauszug .aus luft- 
getrockneter Léwenbriiuhefe vom 20. Jan. 1920 (Sac- 
charase M). 





3. «- und §-Glucose hemmen; Fructose hemmt nicht. 


Beispiele: Autolysat aus Léwenbrauhefe vom 28. Nov. 1924 
(Saccharase F) und Autolysat aus obergiiriger Stell- 
hefe der Pfailzischen PreBhefefabrik, Ludwigshafen a. Rh. 
vom 26. Jan. 1925 (Saccharase P). 


4. a«-Glucose, 8-Glucose und Fructose hemmen. 


ei 
er 


Beispiele: Autolysat aus Hefe der Pschorrbrauerei vom 29. Nov. 
1924 (Saccharase D), Autolysat aus Hefe der Spaten- 
brauerei vom 2. Dez. 1924 (Saccharase E), Autolysat 
aus dianischer PreBhefe der Dansk Gaer-Central, 
Kopenhagen vom 10. Dez. 1924 (Saccharase H) und 
Autolysat aus Sinnerhefe vom 27. Nov. 1924 (Saccha- 
rase C). 


Das Verhalten gegen a- und f-Glucose ist nur bei den 
unter 1. angefiihrten Saccharasen bedeutend verschieden. Bei 
allen iibrigen stimmt das Hemmungsvermégen der «-Glucose 
mit dem der f-Glucose iiberein. Beim Typ 4 ist tiberdies die 
Fructosehemmung der Glucosehemmung annihernd gleich. 
Die zum Typ 1 gehdrigen Saccharasen A und L, die durch 
a-Glucose nicht beeinfluBt werden, zeigen gegen (-Glucose 
und Fructose gleiches Verhalten. Bei den weder durch «- noch 
durch 8-Glucose hemmbaren Saccharasen vom Typ 2 ist die 
Fructosohemmung bei B und J nur schwach, bei M dagegen 


_ stark ausgeprigt. 
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Auffallend sind die bedeutenden Schwankungen, die bei 
den Saccharasen aus verschiedenen Lieferungen von Liéwen- 
briuhefe gefunden wurden. Die daraus gewonnenen Enzym- 
lésungen gehéren den verschiedensten Typen (1, 2 und 8) an. 
Gemeinsam ist jedoch ihr tibereinstimmendes Verhalten gegen 
a- und §-Glucose, ausgenommen die schon vor 3 Jahren dar- 
gestellte Saccharase A. Nicht minder auffallend ist das ver- 
schiedene Verhalten gegen a- und 8-Glucose bei den zwei aus 
Sinnerhefen dargestellten Lésungen C und L. Demgegeniiber 
ist zwischen den Saccharasen D und E kein Unterschied fest- 
zustellen. Beide entstammen der Paulaner Reinhefe, doch ist 
D in der Pschorr-, E in der Spatenbrauerei etwa 1 Jahr 
gefiihrt worden. Ein Zusammenhang zwischen der obergirigen 
bzw. untergirigen Natur der einzelnen Hefen und der stéreo- 
chemischen Spezifitit der daraus gewonnenen Saccharasen ist 
nicht zu erkennen (ygl. z. B. A und L, ferner F und P, sowie 
E und H). 

Als wesentliches Ergebnis unserer Versuche erachten wir 
den Nachweis, daB die Saccharasen verschiedener Hefen sith 
bald wie Gluco-, bald wie Fructosaccharasen verhalten. Es 
ist also nicht, wie man vermutet hat, méglich, die Saccharasen 
der Kulturhefen als Fructosaccharasen den Glucosaccharasen 
gegeniiberzustellen, wie sie in anderen Pilzen und im Tierreich 
vorzukommen scheinen. 

Die angefiihrten Saccharasetypen lassen sich nicht als 
wechselnde Gemische zweier Saccharasen von verschiedener 
Spezifitit deuten. Weder unter der Annahme, da8 Gemische 
einer Gluco- und einer Fructosaccharase vorliegen, noch 
unter der Annahme, daB es sich um Gemische von zwei, 
den e#- und 8-Zuckern vergleichbaren, stereoisomeren Saccha- 
rasen handelt (H. v. Euler und K. Josephson). Diese An- 
nahmen waren nur dann geeignet, der Mannigfaltigkeit der 
Beobachtungen gerecht zu werden, wenn man itiberdies einen 
entscheidenden Kinflu8 von Begleitstoffen auf die Spezifitit 
dieser Saccharasen annimmt. Gibt man letztere Méglichkeit 
zu, so verdient aber die Annahme einer einzigen, von den 
Begleitstoffen abhangigen Saccharase den Vorzug der Hinfach- 
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heit. Lehnt man sie ab, so ist man gendtigt eine gréBere 
Zahl von Hefesaccharasen mit verschiedener Spezifitét an- 
zunehmen. 


Wenn hier von Gluco- und Fructosaccharasen die Rede 
ist, so soll damit nur ausgedriickt werden, daB die einen durch 
a-Glucose, nicht aber durch Fructose, die anderen durch Fruc- 
tose, aber nicht durch «-Glucose gehemmt werden. Es fragt 
sich nun, ob eine Saccharase, die wie F oder P durch ge- 
wohnliche Fructose nicht meBbar gehemmt wird, die somit 
zu diesem Zucker keine meBbare Affinitaét besitzt, nicht trotz- 
dem mit der Fructosehilfte des Rohrzuckers zu reagieren 
vermag. Es kénnte sein, daB die Saccharasen F und P wohl 
zur amylenoxydischen Fructose, die nach W. N. Haworth und 
W.H. Linnell") im Rohrzucker vorkommt, Affinitat besitzen, nicht 
aber zur butylen-oxydischen, wie wir sie zu unseren Hemmungs- 
versuchen beniitzen. Dieser Anschauung gemaéB wiirden die 
meisten Hefesaccharasen sowohl der <2,55- wie der 
<2,6>-oxydischen Form des Fruchtzuckers angepaBt 
sein, die Saccharasen F und P dagegen nur der ¢2,6)- 
oxydischen. Diese naheliegende Deutung halten wir aber 
noch nicht fiir gesichert. Herr R. GieBen?) hat namlich 
festgestellt, da® Pankreasmaltase, deren Affinitit zum Malz- 
zucker durchschnittlich zehnmel gréBer ist als die der Hefe- 
maltasen*), durch Glucose nicht nennenswert gehemmt wird. 
Die Maltose ist aber nach W. N. Haworth und G. C. Leitch®) 
aus zwei <i,4>-oxydischen Traubenzuckermolekiilen zusammen- 
gesetzt. Die Hemmungsversuche beziehen sich also in diesem 
Falle auf die gleiche Form des Spaltproduktes, die auch 
im Substrat vorliegt. Trotzdem laBt sich zwischen den Affini- 


titen zum Substrat und zum Spaltprodukt keine Beziehung 
erkennen. 





1) Chem. Soe. Bd 123, S. 294 (1928). 
*) Unverdffentlichte Versuche. 


*) R. Willstitter, R. Kuhn und H. — Diese Zs. Bd. 184, 
S. 224 (1928/24). 


*) Chem. Soc. Bd. 115, S. 809 (1919). 
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Der von H. v. Euler’) vermutete einfache Zusammenhang 
zwischen diesen GréBen, namlich 
K sg = K. F’ K, G 2) 
besteht auch bei den Hefesaccharasen nicht allgemein bzw. 
nur in erster Annaherung. 


So ergibt sich fiir die Saccharase von L. Michaelis und 
M. L. Menten’) 


Wir fanden fir ein mit Kaolin geklartes Autolysat der Hefe 
Rasse XII vom 3. Juni 1922‘) 


Kg+Kp = 0,128-0,047 = 0,058, gegeniiber K, = 0,016. 


Die Saccharase A, von R. Willstatter und W. Wassermann®) 
aus Léwenbrauhefe dargestellt (+ 0° = 0,85 Min.), sis 


Kg: Ky = 0,20-0,065 = 0,018; Ky = 0,029. 
Aus den mit Saccharase B ausgefthrten shields ses’ 


nen wir 
Kg: Ky = 0,50-0,15 = 0,075; Ky, = 0,080. 
Fiir die Saccharaselésung J wurde gefunden 
K,: Ky = 0,25-0,81 = 0,078; Ky = 0,085. 
Diese Zahlen sind durchweg nach der MeBmethode und Be- 
rechnungsweise von L. Michaelis und M. L. Menten erhalten 
worden und sollen in einer spaiteren Abhandlung ausfiihrlicher 
erdrtert werden. Alle angefiihrten K,-Werte beziehen sich 
auf Gleichgewichtsglucose. 


Zur experimentellen Priifung der v. Eulerschen Theorie 
sollte man in die Gleichung K; = K,-Ky die fir a-Glucose 





) Diese Zs. Bd. 148, 8. 79 (1924—25). 

*) Hierin bedeuten Ky, Kg und K,, die Dissoziationskonstanten der 
Saccharase-Saccharose- bzw. Saccharase—Glucose- und Saccharase—Fruc- 
toseverbindungen. 

*) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 883 (1913). 

*) Priparat ¢ der zweiten Abh. tiber Spezifitit der Enzyme. ne Zs. 
Bd. 125, S. 28 (1922—23) und zwar S. 39. 

5) Diese Zs. Bd. 128, S. 181 (1922). 
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und amylenoxydische Fructose geltenden K-Werte einsetzen. 
Fiir die <2,6>-Fructose ist dieser Wert zurzeit noch nicht 
pestimmbar. Wohl aber li8t sich die Dissoziationskonstante 
der Saccharase-«-Glucoseverbindung ermitteln und in obige 
Gleichung einsetzen. Fiir das Invertin A, das durch «Glucose 
weder in konzentrierten noch in verdiinnten Rohrzuckerlésungen 
gehemmt wird, ergibt sich K,.¢ > 2 und ein Vergleich mit der 
Theorie fallt dann, allerdings in entgegengesetzter Richtung, 
noch ungiinstiger aus, als bei Verwendung des K-Wertes fir 
a,8-Glucose. Es ist natiirlich nicht ausgeschlossen, daB bei 
Kenntnis der Affinitét zur <2,6>-Fructose das Produkt der 
Kinzelaffinititen zu a@-Glucose und zu <2,6)-Fructose der 
Affinitit zum Rohrzucker gleich wird. Fir Saccharasen, die 
entweder durch Glucose oder durch Fructose iiberhaupt nicht 
gehemmt werden, kann der Ansatz H. v. Eulers keine Giiltig- 
keit beanspruchen. Es ist jedoch hervorzuheben, da solche 
Saccharasen nicht mit Sicherheit bekannt sind und daB bei 
den von uns als Gluco- und Fructosaccharasen bezeichneten 
Enzymen mit Bestimmtheit nur behauptet werden kann, daB 
die Hemmung durch Fructose bzw. Glucose geringer ist als 
die Genauigkeit der Messungen und weniger als 1—2°/, be- 
trigt. Im iibrigen halten wir die von v. Euler gemachte 
Annahme, daB die Affinitét zwischen Enzym und der Glucose 
im Rohrzucker derjenigen zwischen Enzym und freier Glucose 
gleich sei’), sowie die entsprechende Annahme fiir die Affini- 
titen zwischen Enzym und Fructose noch nicht fir be- 
wiesen.”) 

Zu erwihnen ist, daB sich die Kinetik der Rohrzucker- 
hydrolyse durch Zusatz von Glucose oder Fructose wieder- 
holt stark andert. In solchen Fallen halten wir es fiir 
unstatthaft, die Mittelwerte der Reaktionskonstanten, die sich 





’) Dabei wird von einer Verschiedenheit der Affinititen zu o- und 
8-Glucose abgesehen, da die Saccharase aus Unterhefe H gegen beide 
Zucker annihernd gleiches Verhalten zeigt. : 

2) Auf diesen Umstand weist auch H.v. Euler hin. Arkiv for 
Kemi och Miner. Bd 9, Nr. 18 (1924) und zwar S. 4; diese Zs. Bd. 143, 
S. 79 (1924—25) und zwar S. 83. 
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mit oder ohne Zuckerzusatz ergeben, direkt zu vergleichen. 
Wir suchen den Einflu® wechselnder Kinetik dadurch aus- 
zuschalten, daB wir die monomolekularen Reaktionskonstanten 
fir die Zeit ¢ = 0 extrapolieren und die so erhaltenen k,-Werte 
miteinander vergleichen. Beniitzt man die Mittelwerte der 
Reaktionskonstanten eines bestimmten Umsatzbereiches als 
MaB der Reaktionsgeschwindigkeit, so ergeben sich andere 
Werte fiir das Hemmungsvermégen der einzelnen Zucker, die 
wir im experimentellen Teil den 4,-Werten gegeniiberstellen. 

Zwischen der Raffinasewirkung verschiedener Saccharasen 
und ihrer Affinitét zu Glucose und Fructose laBt sich kein 
einfacher Zusammenhang erkennen. Die Fructosaccharase K 
stimmt hinsichtlich des Quotienten Saccharase—Raffinasewirkung 
mit der ausgesprochenen Glucosaccharase P iiberein. Raffinose- 
spaltung kann also auch durch Glucosaccharasen bewirkt 
werden. Dadurch wird die Annahme, daB Saccharasen, die 
wie die tierische auf Raffinose nicht einwirken, Glucosaccharasen 
sind, einer wichtigen Stiitze beraubt. 

Vor 2 Jahren ist ein Vergleich des Hemmungsvermigens 
von «- und #-Glucose mit demjenigen von g@- und §-Methyl- 
glucosid angestellt worden.) Dabei ergab sich fiir die damals 
untersuchte Fructosaccharase aus Léwenbriuhefe, daB das Ver- 
halten der Glucoside dem der freien Zucker entgegengesetzt 
ist. Wahrend a@-Glucose itiberhaupt nicht, 8-Glucose deutlich 
hemmte, wurde durch «-Methylglucosid eine etwa 4 mal stirkere 
Reaktionsverzégerung bewirkt als durch @-Methylglucosid. Schon 
friher hatten L. Michaelis und H. Pechstein?) eine starke 
Hemmung von Hefesaccharase durch «-Methylglucosid fest- 
gestellt und gezeigt, daB die Erscheinung nicht auf Affinitit 
des ¢-Glucosids zum Enzym beruht, doch wurde eine hemmende 
Wirkung des #-Methylglucosids ginzlich vermibt. Bei Taka- 
saccharase liegen die Verhaltnisse nach Y. Hattori‘) um- 
gekehrt: das w-Glucosid hemmt gar nicht, das #-Glucosid 
stark. Unsere Beobachtungen lassen keinen Zweifel dariiber, 





1) R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 135, S. 1 (1928—24) und zwar S. 7. 
*) Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 (1914). 2 
8) Biochem. Zs. Bd. 150, 8. 150 (1924). 
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daB das Verhalten gegen a- und §-Methylglucosid ebensowenig 
wie das Verhalten gegen Raffinose Riickschliisse auf die Glu- 
cose- bzw. Fructoseaffinitéten einer Saccharase gestattet. Die 
folgende Tabelle zeigt, daB Gluco- und Fructosaccharasen 
durch a- und #-Methylglucosid in genau gleicher Weise be- 
einfluBt werden kénnen. 


Einflu8 von a- und 6-Glucose und von e- und @-Methyl- 
glucosid auf verschiedene Saccharasen. 


6,84 g Rohrzucker unter Zusatz von 3,60 g Glucose bzw. 1,94 g wasser- 
freiem Glucosid in 100 cem; bei F wurden 3,88 g «- und #-Methylglucosid 














angewandt. | 
Saccharase Zusatz - ae Zusatz Hemmung 
in®/, voniy in®/, vonk, 








K aus Hefe M In-Glucose a-Methylglucosid 82 
(Fructosacch.) §-Glucose 8-Methylgiucosid 14 


0 
9 
P aus Pfilzer PreB- |x-Glucose 8 a-Methylglucosid 80 
hefe(Glucosacch.) |8-Glucose 8 6-Methylglucosid 14 
8 
1 
5 
1 


F aus Léwenbriu- je-Glucose 
hefe(Glucosacch.) |9-Glucose 1 


L aus Sinnerhefe ja-Glucose i 
jP-Glucose 2 


o-Methylglucosid 100 
8-Methylglucosid 60 


a-Methylglucosid 79 
6-Methylglucosid 33 














_ Eine Hefesaccharase von gleichem Verhalten gegen «- und 
8-Methylglucosid wie die von Y. Hattori beschriebene Taka- 
saccharase wurde noch nicht aufgefunden. Auch im Verhalten 
gegen «- und #-Glucose und gegen Fructose stimmt keine 
unserer Hefesaccharasen mit der friiher') untersuchten Taka- 
saccharase iiberein. Mit einem aus Japan stammenden Pri- 
parat von Takasaccharase haben wir die stereochemische 
Spezifitat dieses Enzyms erneut gepriift und die fritheren An- 
gaben bestitigt gefunden. : 

Die Existenz von Gluco- und Fructosaccharasen haben 
wir dazu benutzt, um auf kinetischem Wege die Konstitution 
des Hesperonals zu erschlieBen. Fiir diesen von C. Neu- 





1) Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1923). 
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berg und H. Pollak?) synthetisch gewonnenen Phosphorsiure- 
ester des Rohrzuckers stehen die Formeln 


(I) Phosphorsiure—Glucose—Fructose 

und 

(It) Glucose—Fructose—Phosphorsiure 
zur Wahl. 


Nun werden nach B, Helferich, A. Liwa, W. Nippe 
und H. Riedel*) a und £-Glucoside durch Veresterung des 
Zckerrestes mit Schwefel- oder Phosphorsiure gegen die 
a-Glucosidase der Hefe bzw. gegen die f-Glucosidase des 
Emulsins resistent. Man kann daher unter dem oben ge- 
machten Vorbehalt erwarten, daB ein Rohrzucker—Phosphorsiure- 
ester der Formel (I) durch Fructosaccharasen an der Disaccharid- 
bindung ohne weiteres hydrolysierbar sein wird, durch Gluco- 
saccharasen dagegen nicht oder nur in dem Ausmafe, als 
durch etwa gleichzeitig vorhandene Phosphatasen Abspaltung 
von Phosphorsiure stattfindet. Kommt dagegen dem Hesperonal 
die Formel (II) zu, so sollte die Disaccharidbindung durch 
Fructosaccharasen nur nach vorangegangener Phosphorsdure- 
abspaltung gelést werden kénnen. 

Es hat sich gezeigt, daB Hesperonal durch gereinigte 
Fructosaccharase aus Hefe ohne Ablésung anorganischer Phos- 
phorsiure gespalten wird (Fig. 1). Bei Anwendung eines 
Enzympriparates aus Aspergillus oryzae verlief dagegen die 
Phosphorsiureabspaltung etwas rascher als die Liésung der 
Disaccharidbindung (Fig. 2). Die Glucosaccharase des Taka- 
praparates scheint das Hesperonal nur nach vorangegangener 
Entphosphorylierung angreifen zu kénnen.) Beide Beob- 
achtungen sprechen daftir, daB im Hesperonal der Formel (I) 
gem&B die Phosphorsiure am Glucoserest verankert ist. 

Eine direkte Bestatigung dieser SchluBfolgerung hat die 
partielle Saurehydrolyse des Hesperonals (Fig. 3) erbracht. 





1) Biochem. Zs. Bd. 28, 8. 515 und. Bd. 26, S. 551 (1910). 

2) Diese Zs. Bd. 128, 8. 141 (1928). : 

*) Dieses Ergebnis wiire mit méglichst verschiedenen Takapriiparaten 
yu iiberpriifen. 
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Fig. 3. Hydrolyse des Hesperonals durch Salzsiiure. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CL. 16 
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Fallt man aus dem durch Hydrolyse mit Salzsiure erhaltenen 
Reaktionsgemisch, das nur wenig freie Phosphorsiure enthilt, 
die Zucker—Phosphorséuren in alkoholischer Lésung mit Baryt 
vorsichtig aus, so ist in der Mutterlange neben viel Fructose 
nur wenig Glucose enthalten, wie durch Bestimmung des 
Drehungsvermégens und, nach Entfernung des Alkohols, durch 
einen Vergleich der Reduktionswerte nach R. Willstatter und 
G. Schudel und nach G. Bertrand festgestellt wurde. Bei 
der Si&urehydrolyse wird also vorwiegend Glucose—Phosphor- 
siure und Fructose gebildet. Von der priaparativen Unter- 
suchung der Spaltprodukte l4B8t uns eine inzwischen erschienene 
Abhandlung von J. Hatano?) aus dem Laboratorium C. Neu- 
bergs Abstand nehmen, in der, unsere Beobachtungen be- 
stitigend, tiber die Hydrolyse von Hesperonal—Calcium durch 
Oxalsiure zu Fructose und Glucose—Phosphorséure berichtet 
wird. Eine vollkommen klare Entscheidung iiber die Kon- 
stitution des Hesperonals kénnen wir leider nicht erbringen, da 
aus der Kinetik der Saiurehydrolyse unzweideutig hervorgeht, 
daB das Hesperonal keine einheitliche Verbindung ist. Bei 
dem groBen Geschwindigkeitsunterschied zwischen Disaccharid- 
und Phosphorsiurespaltung miiBten die Zunahmen des Re- 
duktionsvermégens annihernd dem Zeitgesetz 1. Ordnung ge- 
horchen, etwa so, wie sich die H’-Ionenkatalyse der Raffinose 
zu Melibiose und Fructose dem monomolekularen Reaktions- 
gesetz fiigt.2) Das ist aber gar nicht der Fall. Das Hesperonal 
ist ein Gemisch von Isomeren und das gleiche diirfte fir die 
von Hatano daraus bereitete Glucose—Phosphorsiure zutreffen. 
Es ist nicht ausgeschlossen, da8 unter den von CU. Neuberg 
und H. Pollak gewahlten Versuchsbedingungen der Rohrzucker 
teilweise auch an der Fructosehalfte phosphoryliert wird. Mit 
dem Vorliegen verschiedener Isomeren hingt vielleicht die Er- 
scheinung zusammen, dab wir mit Hefesaccharase héchstens 
30°/, des Hesperonals spalten konnten. 





1) Biochem. Zs. Bd. 159, 8. 175 (1925). | 
*) H. E. Armstrong u. W.H. Glover, Proc. Roy. Soe. B, Bd. 80, 
BS. 812 (1008). rite orth leegaudett eh eatin eae 
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Die nicht einheitliche Natur des Hesperonals verdient Be- 
achtung bei Untersuchungen iiber Phosphatasen, bei denen man 
neuerdings diese Substanz mit Vorliebe als Substrat anwendet. 


Experimenteller Teil. 


Die folgenden Versuche beziehen sich auf 0,2 n-Rohrzucker- 
lésungen bei 25,0°+0,1% An a- und f-Glucose sowie an 
Fructose wurden jeweils 3,60 g auf 100 com Reaktionsgemisch 
zugesetzt. Der Puffergehalt betrug 0,4°/, primires Kalium- 
phosphat. Nach den angegebenen Zeiten, die sich auf 
halbe Auslaufszeit der Pipetten beziehen, wurden je 20 ccm 
mit 10 ccm 2n-Soda vermischt und nach etwa '/, Stunde im 
2-dm-Rohr in einem MHalbschattenapparat mit dreiteiligem 
Gesichtsfeld bei Na-Licht und 20° polarisiert. Die aus 3—4 
Ablesungen gewonnenen Mittelwerte sind auf + 0,01° genau. 
Die Anfangsdrehung der Rohrzuckerlésungen wurde unter 
Zusatz von Puffer und Soda experimentell bestimmt. Ebenso 
wurde das spezifische Drehungsvermégen der angewandten 
a-Glucose, B-Glucose und Fructose (puriss. Merck) bestimmt 
und daraus die Anfangsdrehung fiir die Hemmungsversuche 
berechnet. Zur Ermittlung der Drehungsainderung bei 100°/,- 
igem Umsatz diente die Beziehung ¢. =— «@,:0,317. Die 
Reaktionskonstanten & sind mit dekadischen Logarithmen ge- 
rechnet, die Zeit in Minuten angegeben. Zur Bestimmung 
der k,-Werte berechnen wir aus je 2 aufeinanderfolgenden 
Stoppungen und durch Kombination der 2. und 4. Stoppung 
die Anderung der Reaktionskonstanten pro Minute. Der Mittel- 
wert dieser Zahlen wird mit den einzelnen Entnahmezeiten 
multipliziert, das Produkt von den entsprechenden Reaktions- 
konstanten abgezogen bzw. zu diesen hinzugezahlt. Man erhilt 
so 3 Werte fiir %,, von denen das Mittel den 4,-Wert der 
Tabellen liefert. 

Die Hefen C, D, E und J wurden mit 2 Teilen Wasser und Toluol, 
F, H, K und P mit Chloroform unter Neutralisieren mit 1°/,igem Am- 
moniak autolysiert. Dauer der Autolyse durchschnittlich 3 Tage. Die 
Trockenhefe M wurde 24 Stunden mit Chloroform-Wasser ausgezogen. 

Als Beispiele fiir die Genauigkeit der Messungen und den 
Gang der Reaktionskonstanten fiihren wir die Tabellen I u. II an: 

: 16* 










































































284 Richard Kuhn und Herbert Minch, 
Tabelle L. 
Saccharase P aus Pfailzer PreBhefe. 
Inversion bei 25°. Polarisation bei 20°. 
1) 2 o b>: 2 
I | 
Zeit 5 5. [es oes 
Zucker ” . = ‘3 S k-104*- 
(Min.) ras) : & =} 2 
ie Oo | © | C%) 
0,2n-Rohrzuck. | 0,0 | 583 | — eae tee 
2,3 5,87 | 0,46 MO bow |, . 
5,0 4,78 | 1,10 | 14,8 | 186 | &,= 150 
9,0 8,77 | 2,06 | 26,8 | 151 | & = 121 
14,0 2,68 | 3,15 | 41,0 | 164 
o |-1,85 | 7,68 | 1000 | — 
0,2 n-Rohrz. + 0,0 8,26 — — — 
0,2 n-a-Glucose 2,0 7,89 | 0,37 4,8 ~- 
5,0 7,29 | 0,97 | 12,6 | 118 | k= 128 
9,0 6,46 | 1,80 | 23,4 | 129 |-& = 110 
15,0 5,87 | 2,89 | 37,7 | 187 
0,2 n-Rohrz. + 0,0 8,35 — —_ _— 
0,2 n-§-Glucose 2,2 7,95 | 0,40 5,2 o 
5,0 7,39 0,96 12,5 116 kuz 125 
9,0 6,62 | 1,73 | 22.7 | 124 | & = 107 
15,0 5,50 | 2,85 | 87,2 | 185 
0,2 n-Rohrz. + 0,0 1,48 — — — 
0,2 n-Fruetose 2,1 1,03 | 0,45 5,9 on 
5,0 0,44 1,04 13,6 128 km = 129 
9,0 —0,28 1,76 22,9 127 ky, = 125 
15,0 — 1,34 2,82 36,7 183 
Tabelle II. 
Saccharase F aus Léwenbriuhefe. 
Inversion bei 25°. Polarisation bei 20°. 
piel i 
Zeit =I 
Zucker ; ic ot 3 é. k+ 10+ 
(Min.) 4 & | M 
MO | © | Cb). 
0,2n-Robrauck. | 0,0 | 598] — | — | — 
5,0 | 4,76 | 1,02 | 15,5 | 146 | kaye 155 
9,0 | 888 | 215 | 272 | 158 | k= 136 
15,0 | 254] 344 | 485 | 165 | 
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Tabelle I (Fortsetzung). 














on Y 
| & Ua g 
Zeit | | = 
Zucker | |. 2 3 3 @ | k-10 

(Min.) A | 4&3 | 2 
O | o | 

0,2 n-Rohrz. + 0,0 8,41 ~ Boy ab 
0,2 n-o-Glucose 1,6 8,00 | 0,41 5,2 


0,2 n-Rohrs. + 60 | 34 1 + ae ~ 
0,2 n-§-Glucose 1,6 8,11 | 0,80 3,8 


0,2 n-Rohrz. + 0,0 eo er oe mel 

0,2 n-Fructose 2,1 1,08 | 0,60 i een 
5,0 | 0,54] 1,09 | 189 | 182 | ko 124 
9,0 |—0,21 | 1,84 | 238 | 128 | & = 187 




















25,7 |—2,17 | 380 | 482 | 111 


Die mit anderen Saccharasen auf gleiche Art angestellten 
Hemmungsversuche stellen wir in der folgenden Tabelle III 
in abgekiirzter Form zusammen. 


Tabelle IIL 


Hemmung verschiedener Saccharasen durch a-Glucose, 
8-Glucose und durch Fructose. 
0,2 n-Rohrzucker und 0,2 n-Hexose bei 25° und py = 5,0. 



































oF : Hemmung in °%/, 
Enzym Zuckerzusatz | k,,-10* | &k,+10* | 
| | ber. fiirk,,| ber. fiirk, 
Saccharase A — 79,5 11,5 oe - 
_ 992 | Ts — ~_ 
a-Glucose 79,0 78,0 0,0 0,0 
79,5 18,5 0,0 0,0 
6-Glucose 67,3 60,0 15 28 
«68,6 62,2 13,5 20 
Fructose 65,5 65,5 17,5 15,5 
67,0 67,0 15,5 14 
Saccharase B 296 281 _— — 
: | a-Glacose 241 2383 18,5 0,0 
g-Glncose 282 282 21,5 0,0 
ctose 225, 208 | 24 10 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
pr a an a 
Hemmung in °/, 
Enzym Zuckerzusatz} k,,+10* | &, - 10 
ber. fiir, | ber. fiir k, 
Saccharase C _ 84 84 _ o 
a-Glucose 15 15 10,5 10,5 
aera 13 13 18 13 
ctose 64 64 24 24 
Saccharase D _— 197 169 — _ 
a-Glucose 161 139 18,5 18 
Javcireang 148 138 25 18,5 
ctose 154 141 22 16,5 
Saccharase E a 169 155 _ — 
a-Glucose 136 115 19,5 26 
Glucose 132 112 22 28 
ructose 126 116 25,5 25 
Saccharase F — 155 136 _ — 
a-Glucose 128 128 18 5,9 
Glucose 124 124 20 8,8 
ructose 124 187 20 0,0 
Saccharase H — 195 156 — — 
a-Glucose 165 142 15,5 9,0 
—— 159 139 18,5 11 
ctose 152 188 22 11,5 
Saccharase J — 222 178 _ _— 
e-Glucose 181 174 18,5 2,2 
6-Giucose 177 177 20 9,0 
Fructose 183 165 17,5 45 
Saccharase K — 120 98 —_ me 
a-Glucose 107 98 11 0,0 
-Glucose 102 89 15 9,2 
uctose 90 13 25 25,5 
Saccharase L — 125 92 — _ 
a-Glucose 106 90 15 2,2 
8-Glucose 92 15 26,5 18,5 
Fructose 91 70 27 24 
Saccharase M os 15,3 15,3 _- ~ 
o-Glucose 68,7 75,0 9 0,5 
8-Glucose 68,2 75,0 9,5 0,5 
Fructose 56,2 52,7 25,5 30 
Saccharase P = 150 121 on _ 
a-Glucose - 128 110 14,5 9 
oe 125 107 16,5 11,5 
ctose | 182 124 12 0,0 








Tabelle IV. 


Hemmung von Gluco- und Fructosaccharasen durch 


Uber Gluco- und Fructosaccharase. 


a- und 6-Methylglucosid. 
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0,2 sutndic + 0,2 n-Methylglucosid bei py = 5,2 und 25°. 

















ae ae 
Enzym Zusatz ng 3 2 i | &-10* 
min)! & [ee] & 
O Fro) 
K — 0,0 | 5,838 | — — — 
(Frueto- 2,0 | 5,54 1029 | 37] — 
sacch.} 5,0 | 4,98 | 0,85 | 11,0 | 102 | &,, = 109 
9,0 | 4,29 | 1,54 | 200 | 108 | & = 51 
15,0 | 8,81 | 2,52 | 32,8 | 116 
a-Methyl- | 0,0 | 9,97 | — -~ 
glucosid | 2,0 | 9,91 | 006 | 0,8 
6,5 | 9,80 | 0,17 | 22 | 15,5 | ha = 16,8 
10.0 | 9,71 | 0,26 | 34 | 160| k = 16,5 
15,1 | 951 | 046 | 60 | 17,9 
6-Methyl- | 0,0 | 498 | — — — 
glucosid | 2,0 | 4,68 | 030] 39] — 
5,0 | 488 | 065 | 85 | 78 | k= 15 
9,0 | 3,87 | 1,11 | 144 | 76 | & = 82 
15,0 | 3,31 | 1,67 | 21,8 | 71 
L — 0,0 | 5,83 | — — _ 
(Fructo- 20 | 565 | 0,18 | 2,8 -- 
sacch.) 5,0 | 5,09 | 0,74 | 9,6 | 88 | kn = 101 
9,0 | 4,87 | 1,46 | 19,0 | 102 | &, = 76 
15,8 | 3,88 | 2,50 | 82,6 | 112 | 
o-Methyl- 0,0 | 10,07 — —_— _ 
glucosid | 5,0 | 9,95 | 012 | 16] — | k= 15,8 
9,0 } 9,82 | 025 | 32 | 156]% = 15,8 
15,0 | 9,66 | 0,41 | 5,8 | 16,0 
6-Methyl- | 0,0 | 507 | — _ — 
glucosid 2,0 | 4,95 | 0,12 156; — 
b 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 








Enzym Zusatz 


aie Reet 
i EA Me aa 








P a- Methyl- 0,0 | 9,97 | — — _— 
(Gluco- | glucosid 2,0 | 9,87 | 0,10 


no 
~ 
a i 
iow 
o3 oo 


6-Methy]- 0,0 | 4,98 — — 
glucosid 2,2 | 4,63 | 0,35 4,6 _ 
5,0 4,12 0,86 11,2 | 104 km = 101 
9,0 | 3,51 | 1,47 | 192 | 108 | & = 108 
15,0 | 2,84 | 2,14 | 27,9 95,5 


So wie durch Zusatz von freien Zuckern wird auch durch 
Zusatz von. «- und £-Methylglucosid die Kinetik der Saccharase- 
wirkung vielfach erheblich geindert. In einer vor kurzem er- 
schienenen Abhandlung haben J. M. Nelson und B. Freemann") 
gezeigt, daB «-Methylglucosid nicht nur die Hydrolyse des 
Rohrzuckers durch Saccharase verzégert, sondern auch die 
hemmende Wirkung des gebildeten Invertzuckers auf das 
Enzym abschwacht. Die beobachtete Anderung der Kinetik 
kénnte durch ungleiche Anderung des Verhaltens gegen Sub- 
strat und Spaltprodukte bedingt sein. Wirde das Glucosid 
im Sinne von L. Michaelis und H. Pechstein ausschlieBlich 
durch Anderung der Zerfallsgeschwindigkeit der Saccharase— 
Saccharoseverbindung wirksam sein, so ware kein Grund fir 
eine Verschiedenheit des Ganges der Reaktionskonstanten ein- 
zusehen. 

Unsere Angabe, daB Gluco- und Fractosacoharasen zur 
Spaltung von Raffinose gleich gut befahigt sein kénnen, stiitzt 
sich auf die Zahlen der folgenden Tab. V. Bei der Fructo- 
saccharase K (Kg = 0,020) betrigt das Verhiltnis der Reaktions- 
konstanten 4, fiir die Di- und Trisaccharidspaltung 4,1, bei 
der Ginnchastie vii P (Kg == 0,030) 4,7. 


























) Jl. of Biol. Chem. Bd. 63, §. 865 (1925). 
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Tabelle V. 


Hydrolyse von Raffinose durch Gluco- und Fructosaccharase. 
0.2n-Raffinose; Reaktionskonstanten der Rohrzuckerbydrolyse vgl. Tab. III. 























Zeit | Drehung | Drehungs-| Spaltung 
“) | (Min.) (°) inderung (°/o) #10 

Saccha- | 0,0 17,84 in a 

rase K | 10,0 17,05 0,29 3,8 is 
25,5 16,40 0,94 12,2 22.3 | km = 28,1 
45,0 15,65 1,69 22.0 24,0 | ky = 28,1 
15,0 14,88 2,51 82,0 22,9 
00 9,66 7,68 100,0 i 

Saccha- 0,0 17,18 _ — —_ 

rase P | . 10,0 17,02 0,16 2,1 on 
25,0 16,09 1,09 14,2 26,8 | km = 28,7 
45,0 15,21 1,97 25,7 28,7 | k, = 25,0 
15,0 14,04 8,14 40,9 30,5 
00 9,50 7,68 100,0 i 




















Auch das erwihnte Takapriparat spaltet Raffinose gut. 
Es ist noch unbekannt, ob die Rohrzucker- oder die Melibiose- 
_bindung zuerst gelést wird. 


Hesperonal. 


Zur Bestimmung der Disaccharidspaltung diente das Hypo- 
joditverfahren von R. Willstaitter und G. Schudel.') Der 
Berechnung liegt die Annahme zugrunde, daB Fructose und 
etwa entstehende F'ructose-Phosphorsiure nicht reduzieren. Die 
abgespaltene anorganische Phosphorsiure wurde mit Magnesia- 
mixtur gefallt, der Niederschlag in Platin-Neubauertiegeln ge- 
sammelt und als Magnesiumpyrophosphat gewogen. Die Unter- 
brechung der Reaktion erfolgte bei den Saiurehydrolysen durch 
Zusatz der berechneten Menge Natronlauge, bei den Phosphor- 
siurebestimmungen durch Zusatz der Magnesiamischung. Fiir 
die Reduktionsbestimmungen wurde mit Soda gestoppt, nach 
etwa 10 Min. neutralisiert und dann erst Jod und Natronlauge 
in der tiblichen Weise zugesetzt. 





- 4) Chem, Ber. Bd. 51, S. 780 (1918). 


SY 





240 


Richard Kuhn und Herbert Minch, 


Tabelle VI (vgl. Fig. 2). 
Hesperonal und Takadiastase“. 


1,864 g Hesperonal-Natrium (E. Merck) + 15 ccm n-Acetat 1:1 
(Pu = 5,0) + 0,200 g Takapriparat + Toluol zu 100 cem; 30°. 

















“ener sner at eae nneenseeate 











Zeit eee Jodverbrauch | Spaltung sou 

(Minuten) pee er (ccm; korr.) (°/o) | 
0 0,45 a oe ue 
55 0,85 0,40 5,0 415 
260 1,77 1,32 16,5 304 
600 2,85 2,40 80,0 258 
1200 3,78 8,33 41,5 194 
4500 4,54 4,09 51,0 69 
7300 5,36 4,91 61,4 57 
oo (ber.) 8,45 8,00 100,0 as 

















Tabelle VIL (vgl. Fig. 1). 


Hesperonal und Hefesaccharase. 
0,982 g Hesperonal-Natrium + 5 cem n-Acetat 1:1 (pq = 5,0) + 10 ccm 
Saccharase aus Léwenbriuhefe (elektrodialysiert, + 0° = 0,47 Min.; 
Vergleichszeitwert der Rohrzuckerspaltung fiir 1 cem = 4,9 Min.) + Toluol 
zu 50 cem; 30°. 


























Zeit i n/10-Jod | Jodverbrauch | Spaltung : ke 10° 

(Minuten) fir 10 ccm | (ccm; korr. (°/o) : 
0 0,22 — ~ — 

10 0,82 0,60 7,5 340 

25 1,34 1,12 14,0 264 
85 1,96 1,74 21,8: 127 | 
445 2,20 1,98 24,8 28 
1400 2,36 2,14 26,8 9,7 
5600 2,40 2,18 27,8 2,5 
oo (ber.) 8,22 8,00 100,0 “< 











Um festzustellen, ob Hefesaccharase das Hesperonal nur 
infolge der Anhiufung der Spaltprodukte nicht weiter als bis 
zu etwa 30°/, zu spalten vermag, wurde Hesperonalnatrium 
mit viel Saccharase versetzt und der Girung unterworfen. Es 
ergab sich, daB die Spaltungsgrenze durch Fortschaffung der 
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Reaktionsprodukte nicht merklich verschoben wird. Mit und 
ohne Zusatz der Saccharase wurden unter den im folgenden 
angefihrten Bedingungen durch Sinnerhefe in 40 Stunden etwa 
25°/, der berechneten CO,-Menge entwickelt. 


Tabelie VIII (vgl. Fig. 2). 


Phosphorsaiure-Abspaltung aus Hesperonal durch 
»lakadiastase™, 
1,86 g Hesperonal-Natrium + 10 cem n-Acetat 1:1 (py = 5,0) + 0,200 ¢g 
Enzym + Toluol zu 100 cem; 30°. 148 mg Takapriiparat geben 
23,15 mg Mg,P,0,. 














on 
: 20cem geben P,O, | Gespalt. 
| (mg) (mg; korr.) | (mg) (°/o) 

60 11,45 5,2 22 5,9 442 
270 24,85 18,1 71 20,4 368 
1080 42,65 36,4 153 41,1 213 
2250 50,55 44,8 186 50,0 134 

a (ber.) 94,85 88,6 872 100,0 es 

















Tabelle IX (vgl. Fig. 3). 
Vergleich der Saiurehydrolyse von Rohrzucker 
und Hesperonal. 























Zeit 5 ecm verbr. | Spaltung 

Ansa - 10° 

» (Minuten) « n/10-Jod (°/5) | a 

3,42 g Rohrzucker + 27 2,41 28,2 426 
50 cem n/1-HCl zu 58 4,46 42,9 421 
10 nem; 80 102 6,49 62,4 417 
166 8,27 19,5 415 

281 > a 89,3 420 
© (ber.) 10,40 100,0 — 

4,670 g Hesperonal- 23 0,61 5,9 117 
natrium + 50 ccm 82 1,88 18,1 107 
oo 206 3,09 29,7 15 
330 8,95 38,0 63 

1140 6,62 63,6 39 

2680 1,19 14,9 | 2 

o (ber.) 10,40 100,0 — 
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Phosphorsaéure-Abspaltung bei Hydrolyse durch HCl 


(vgl. Fig. 3). 
4,67 g Hesperonal-Natrium + 50 cem n/1-HCl zu 100 oom 30°. 























Zeit mg Mg,P,O, } Spaltune 
(Minuten) ee : gef. ~ *, ms 
120 20 2,3 1,2 
650 20 9,2 4,7 
1340 20 18,1 9,8 
Tabelle X 


Vergirung von Hesperonal, 
A. 0,5 g Hesperonal-Natrium + 1 g Sinnerhefe in 10 ecm CO,-ge- 
saittigtem Wasser. 
B. 0,5 g Hesperonal-Natrium + 1g Sinnerhefe in 10 ccm CO,-ge-. 
sittigter Saccharaselésung (+ 0° = 0,47 Min.; V.-Z.-W.. fir 
1eem = 4,9 Min,). 




















C. 1g Sinnerhefe in. 10 cem CO,-gesiittigtem Wasser; alle Ver- 
suche bei 30°, 
A B C 
Zeit cem CQ, Zeit cem CQ, Zeit ecm CO, 
(Minuten) (korr.) (Minuten) (korr.) (Minuten) | (korr.) 

10 5,2 ee ee 10 2 

20 1,4 20 10,0 “n o 

30 9,8 30 11,7 30 2,5 

45 | : thé 45 12,8 — — 
1200 | 24,1 1200 (25,8 1200 4,0 
2450 25,5 2450 26,4 _ ~~ 














Unter der Annahme, daB von den Spaltprodukten des 
Hesperonals nur die freie Hexose, aber nicht die Hexose- 
phosphorsiure der Garung anheimfallt, sollten nach Beendi- 
gung der Versuche A und B 10 ccm des Girriickstandes ein 
Reduktionsvermdgen entsprechend 43 mg Glucose aufweisen. 
Das Reduktionsvermégen wurde nach dem Klaren der Gir- 
flissigkeit mit Tonerde nach G. Bertrand bestimmt. 7,5 ccm 
der urspriinglichen Lisung ergaben dabei nur 15,5 mg Cu, 
entsprechend 10,0 mg Glucose in 10 ccm (statt ber. 43 mg). 
Ks wird also auch die Hexosephosphorsiure vergoren. 

















Wher Koproporphyrinsynthese durch Hefe und ihre 
Beeinflussung. 


Ill. Mitteilung. 


Koproporphyrinester aus Reinkulturen von Saccharomyces 
anamensis. 
Von 


Hans Fischer und Hermann Fink. 
Mit 1 Tafel. 


(Aus dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. September 1925.) 





In den friiheren Mitteilungen’) iiber diesen Gegenstand 
wurde der einwandfreie Beweis fiir das Vorkommen von Kopro- 
porphyrin in der Hefe gefihrt. Mit gré8ter Wahrscheinlich- 
keit konnte auch gezeigt werden, daB die Hefe primar Kopro- 
porphyrin synthetisiert und daB nicht etwa sekundir dieses 
Porphyrin durch Umbau von Blutfarbstoff bzw. Chlorophyll 
gebildet wird. 5g Hefe sind die Menge, in denen Porphyrin 
im allgemeinen nicht mehr eindeutig nachgewiesen werden 
kann und solche Hefe haben wir in porphyrinfreiem Nahr- 
-boden fortgeziichtet derart, daB eine Vermehrung auf etwa 
15 g erzielt wurde, In diesen 15 ¢ konnte nun eindeutig 
Koproporphyrin festgestellt werden. DemgemiB muB es sich 
hier um eine Synthese aus den vorhandenen Nahrstoffen ge- 
handelt haben. Der einzige Einwand gegen diese friiheren 
Versuche. ist der, daB in den angewandten 5 g Hefe zufallig 
eine Verunreinigung enthalten sei und aus dieser dann 
sekundar das Porphyrin gehildet wirde. Dieser Kinwand konnte 


4) Diese Zs. Bd. 135, 8. 253 (1924); Ba. 188, §. 49 (1924); Bd. 140, 
S. 58 (1924); Bd. 144, 8. 102 (1925). 
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natiirlich nur durch Versuche mit Reinkulturen in porphyrin- 
freien Nahrbéden widerlegt werden. 

Bei den Versuchen mit Reinkulturen ergaben sich groBe 
Schwierigkeiten. Die Bierhefe wachst in Bierwiirze aus- 
gezeichnet. Bierwiirze ist aber kein einwandfreier Nahrboden, 
da in ihr haufig Blutfarbstoff, Chlorophyll und Porphyrine 
enthalten sind. Wir ersetzten die Bierwiirze dann durch Nahr- 
béden, die keinerlei Porphyrin enthielten und deren Zusammen- 
setzung in der IJ. Mitteilung, S. 113, genau angegeben ist. In 
dieser Nahrlésung wuchs die Hefe zunichst sehr gut. Als 
wir jedoch die Versuche in groBen Ma8stab iibersetzten, trat 
keine Vermehrung der Hefe ein. Offenbar ist es der Vitamin- 
mangel, der diese fiir unsere Zwecke unangenehme Konsequenz 
hat. Wir versuchten deshalb zunichst mit ,,Mineralhefe“ 
weiterzukommen. Herr Dr. Staiger vom Institut fir Garungs- 
gewerbe in Berlin stellte uns in liebenswiirdiger Weise eine 
Reinkultur von Mineralhefe zur Verfiigung. Wir danken ihm 
auch an dieser Stelle bestens. 

Diese Reinkultur, welche wir als Aufstrichpriparat in 
Gelatinenahrboden geziichtet erhielten, wurde auf porphyrin- 
freiem Nahrboden weitergeziichtet und insgesamt 10 ¢ er- 
halten. In eindeutiger Weise konnte Koproporphyrin fest- 
gestellt werden. Leider nahm auch hier jedoch das Hefe- 
wachstum nach einiger Zeit stark ab, so daB an eine Fort- 
ziichtung in groBem MaBstab wenigstens unter den von uns 
angewandten Bedingungen nicht gedacht werden konnte. Wir 
gingen deshalb wieder auf die Bierhefe zuriick. 

Die Versuche selbst stellten wir im Laboratorium der 
Léwenbrauerei an. Wir sind Herrn Direktor Koch fir die 
Erlaubnis hierzu, Herrn Dr. Berchtold insbesondere auch fir 
die vielfache ——— mit Rat und Tat zu - groBem Dank 
verpflichtet. 

Zunichst ergab- sich wieder die Unmiglichket; auf vitamin- 
freiem Nahrboden weiterzukommen. Wir beniitzten deshalb 
als vitaminhaltiges Material solches, das wir schon von friheren 
Versuchen her als auBerst porphyrinarm kannten. Das war 
Kokosmilch und Kokosextrakt, letzterer gewonnen durch 12 std. 
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Auslaugen von geraspelter KokosnuB. Es ergab sich nun, dab 
nach dem Sterilisieren der angegebenen Flissigkeiten ein 
Porphyrinspektrum nicht mehr zu beobachten war; durch die 
KiweiBfallungen war offenbar das gesamte Porphyrin adsorbiert. 

Wir: gingen nun bei den weiteren Versuchen so vor, daf 
zu der wie friiher angegebenen Nahrlésung noch untersuchte 
Kokosmilch bzw. Kokosextrakt (10 °/,) zugesetzt wurde, so wie 
es im experimentellen Teil des naheren angegeben ist. 

Unter diesen Bedingungen wuchs die Hefe hefriedigend 
und ¢s konnte eine starke Porphyrinbildung beobachtet werden. 
Da in all diesen Versuchen immer von einer Platinése-Hefe- 
reinkultur ausgegangen war, so ist jeder Einwand, daB die 
_ yerwendete Hefe fremdartiges Material, das ohne weiteren 
Umbau als Ausgangsmaterial fiir Koproporphyrin dienen kénnte, 
enthielte, ausgeschlossen. In einer Reihe von analogen Ver- 
suchen setzten wir nun absichtlich Blut. zu. Wenn das Kopro- 
porphyrin durch Umbau des Blutfarbstoffs entstiinde, so miiBte 
in diesen Blutversuchen nunmehr eine starke Vermehrung an 
Koproporphyrin auftreten. Dies war in keinem der Versuche 
der Fall. | 

Bei all diesen Versuchen war immer ein groBer Teil 
des Porphyrins als Komplexsalz enthalten; ob als Kupfer-, 
Zink- oder Bleisalz, konnte nicht immer eindeutig festgestellt 
werden, da. die spektroskopischen Befunde der genannten drei 
Salze ‘sehr ahnlich sind. Die Metalle stammen aennhan aus 
den verwendeten Glasgeriten. 

»Aus den bisherigen Versuchen folgt ecrauiiens . 
Koproporphyrin primar von der Hefe synthetisiert wird; eine 
weitere Stiitze dieser Resultate ware gegeben, wenn es gelingen 
wiirde, in weiteren Pilzen Koproporphyrin zu finden. Friher') 
hatten wir schon Streptothrix leproides — allerdings mit 
negativem Erfolg — untersucht. Ob dieses negative Resultat 
wirklich den Tatsachen entspricht, mu8 noch dahingestellt 
bleiben, denn seit damals haben wir einerseits die Methodik 
des Nachweises ganz erheblich verfeinert, andererseits wurde 
damals etwa 20 Jahre altes Trockenmaterial verarbeitet und 


| ) Diése Zs. Bd. 135, 8. 285 (1920). 
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wir haben stets die Erfahrung gemacht, daB es am zweck- 
maiBigsten ist, die Kulturen méglichst frisch zu verarbeiten 
und nicht erst nach dem Eintrocknen. Zur Untersuchung 
gelangte Saccharomyces anamensis, Aspergillus oryzae, schwarze 
und rote Hefe, Sekthefe und Tuberkelbazillen. Die Sekthefe © 
verdanken wir der Firma Burgeff & Co. in Hochheim, die 
Tuberkelbazillen den Héchster Farbwerken, die Pilzarten 
Herrn Professor Liiers. Den genannten Firmen, sowie Herrn 
Professor Liiers danken wir fir ihr Entgegenkommen vielmals. 
Herrn Professor Liiers sind wir zu besonderem Dank ver- 
pflichtet auch fiir zahlreiche Ratschlige bei der Anlegung von 
Kulturen. ) 

Es stellte sich bald heraus, dab Saccharomyces anamensis 
besonders geeignet war. Dieser Pilz ist aiuBerst anspruchs- 
los und es gelang, ihn in groBem MaBstab zu ziichten, da er 
auch ohne Vitaminzusatz glatt wichst und sich stark ver- 
mehrt. Durch das Entgegenkommen der Franziskaner-Leist- 
brauerei, insbesondere von Herrn Dr.Geys, waren wir in 
der Lage, die Ziichtungsversuche in groBem MaSstab durch- 
zuftihren. Wir konnten so insgesamt 800 g Hefe erhalten. 
Die Hefe enthielt spektroskopisch viel Kupfersalz, daneben 
Koproporphyrin. Die Ausbeute an Porphyrin lie® jedoch zu 
wiinschen tibrig und zwar offenbar deshalb, weil die Zicht- 
temperatur in der Brauerei zu niedrig war. Das Wachstum 
vollzog sich dort bei 6—8° und wir haben die Erfahrung 
gemacht, daB bei erhdhter Temperstur regelmaBig die Aus- 
beute an Porphyrin wuchs. Wir ziichteten deshalb 100 g der 
geernteten Hefe bei Zimmertemperatur weiter, erhielten 142 ¢ 
Hefe, die recht viel Koproporphyrin enthielt. Als Ester ge- 
lang es, daraus das Koproporphyrin in prachtvoll krystalli- 
siertem Zustand zur Abscheidung zu bringen (vgl. die Tafel). 
Alle Eigenschaften, auch die krystallographische Untersuchung 
des Herrn Prof. Steinmetz bestatigen die Identitat mit Kopro- 
ester. Es ist somit in eindeutiger Weise gezeigt, da8 auch die 
anamitische Hefe Koproporphyrin enthailt und hier ist durch 
Reinkultur in garantiert porphyrinfreiem Medium 
die direkte Synthese des Koproporphyrins bewiesen. 
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Im Aspergillus oryzae, der mit Bierwiirze geziichtet war, 
gelang es, Proto- und Koproporphyrin spektroskopisch nach- 
zuweisen. Aus den schon oft’ geschilderten Griinden ist diesem 
Versuch keine Beweiskraft beizumessen; wir danken deshalb 
Herrn Professor Liiers ganz besonders, daB er in porphyrin- 
freier Nahrlésung aus einer Platinése-Pilzaussaat 8 g luft- 
trockenen Pilz erzeugte. Hier nun war kein Protoporphyri 
nachweisbar, nur Koproporphyrin neben Komplexsalz. ‘* 
vermag also auch Aspergillus oryzae die primaire Synthese zu 
voliziehen. Schwarze Hefe ergab das gleiche Resultat. 

- Rote Hefe haben wir gleichfalls untersucht, dem negativen 
Resultat ist jedoch wegen zu geringer Menge Ausgangsmaterial 
keine Beweiskraft zuzuerkennen. Sekthefe und Tuberkel- 
bazillen enthielten eindeutig nach der spektroskopischen Unter- 
suchung Koproporphyrin. Da jedoch in beiden Fallen die 
Zusammensetzung des Nihrbodens nicht eindeutig festgestellt 
werden konnte, ist das Resultat nicht einwandfrei. 

Mottenraupenkot haben wir neuerdings wieder auf Por- 
phyrin untersucht und das in der II. Mitteilung veréffentlichte 
Resultat bestitigen und erweitern kénnen insofern, als auch 
der spektroskopische Befund in Alkali gemessen werden konnte, 
der auch auf Koproporphyrin stimmte. Da jedoch als Nahrung 
der Mottenraupen tierische Wolle verwendet wurde, die keiner 
Reinigung unterzogen worden war, ist es nicht ausgeschlossen, 
da8 das Koproporphyrin von tierischen Verunreinigungen (Kot) 
herstammte, um so mehr, als auch Protoporphyrin vor- 
handen war. Die Untersuchung des Mottenraupenkots muB 
an solchem Material, das durch Fiitterung der Raupen fir 
unsere Zwecke mit eindeutigem Futtermaterial Gewounen ist, 
wiederholt werden. 

Endlich haben wir viele Versuche gemacht, um die 
Koproporphyrin-Synthese experimentell zu beeinflussen in Fort- 
setzung der Versuche der II. Mitteilung. Von unseren zahl- 
reichen Versuchen erwihnen wir nur wenige, solche mit Amino- 
siuren und mit Pyrrolderivaten. Das Resultat der mihsamen 
Untersuchung war ein durchaus negatives. Wir haben bis 
jetzt keinen Anhaltspunkt gewinnen kénnen, da durch irgend- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL, 17 
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welche Zusitze eine spezifische Vermehrung des Koproporphyrins 
auftritt, einen entscheidenden Einflu8 scheint lediglich die 
Temperatur zu haben, derart, daB bei erhdhter Temperatur 
mehr Porphyrin gebildet wird. Die Versuche sollen Seusinm 
werden. 


Das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Untersuchung 
ist: Bei drei verschiedenen Pilzen konnte einwand- 
frei die primaire Synthese des Koproporphyrins fest- 
gestellt werden, Koproporphyrin ist also entwick- 
lungsgeschichtlich die alteste Form des Blutfarb- 
stoffs. Warum nicht Eisenkomplexsalzbildung ein- 
tritt, ist auffallend, und mu8 noch eingehend 
untersucht werden; ebenso muB die Funktion des 
Koproporphyrins noch festgestellt werden. 


Experimenteller Teil. 
Mineralhefe. 


Die vom Verein ,,Versuchsanstalt der Hefeindustrie am 
Institut fir Gérungsgewerbe“, Berlin, tibersandte Reinkultur 
einer ,,Mineralhefe“ (torula') wurde in 500 ccm der iblichen 
porphyrinfreien Nahrlésung (100 g Rohrzucker, 1 g Harnstoff, 
1 g sekundires Kaliumphosphat, 0,5 g Magnesiumsulfat gelést 
in 1000 ccm Leitungswasser) steril weiter geziichtet. Nach 
6 Wochen wurde in einen 5-Literkolben itibergeimpft. Als sich 
die Hefe vollstandig abgesetzt hatte, wurde der Versuch ab- 
gebrochen. Hefeausbeute 10 g nach dem Absaugen auf der 
Nutsche. Bei der Extraktion fiel die starke Anfarbung der 
Solvenzien auf, die etwa 100 g BrauereipreBhefe entsprach. 





1) Wir erhielten die Kultur vom Verein ,,Versuchsanstalt der Hefe- 
industrie am Institut fiir Giérungsgewerbe“ in Berlin mit der Mitteilung, 
daB die tbersandte Torulahefe in der Sammlungsliste als Mineralhefe 
gefibrt wird. Sie wurde wihrend der Kriegszeit mehrere Jahre lang 
in der Hefefabrik geziichtet und als eiweiBreiches Nahrmittel in ge- 
trocknetem Zustand in den Handel gebracht. Eime genaue ——, : 
liche Bezeichnung der Hefe liegt nicht vor. : 
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In Ather: auBerst deutliches Spektrum.’) 
625,6—621,0 . 











623,3 
In 25°/,iger Salzsiure: 
598,5—591,0 . 
594,7 3 
Im Restither war Komplexsalz in geringer Menge vorhanden. 
564,8—557,5 . 
560,9 


Himin fehlte. 
Reinkulturen mit. Bierhefe. 
(Ausgefiihrt im Laboratorium der Léwenbrauerei A.-G. Miinchen.) 

Von einer Reinkultur, die in gehopfter Wiirze aus einer 
Hefezelle geziichtet worden war, wurde am 10. XII. 24 je 
eine Platinédse in 8 sterile Pasteurkélbchen von 250 ccm In- 
halt eingeimpft. Von diesen waren 4 (1, 2, 3, 4) lediglich mit 
kiinstlicher Nahrliésung gefiillt, wihrend die tibrigen 4 (5, 6, 7, 8) 
je 1 ccm defibriniertes Blut enthielten. Sowohl Kohlensiure- 
entwicklung wie Wachstum gingen anfangs so auferordentlich 
langsam vonstatten, daB die Heranziichtung einer fir den Por- 
phyrinnachweis ausreichenden Hefemenge sehr fraglich erschien. 

Um rascher von der Stelle zu kommen, waren wir deshalb 
gezwungen, bei der folgenden Uberimpfung am 21.1. 25 vitamin- 
haltige Stoffe zuzusetzen. Als solche beniitzten wir fir die 
Versuche 1, 2, 5, 6 sterilisierte Kokosmilch (Lésung A), fir 
die iibrigen 3, 4, 7, 8 sterilisierten Kokosextrakt (Lésung B), 
den wir durch 12stiindiges Auslaugen von geraspelter Kokos- 
nu8 mit kaltem Brunnenwasser hergestellt hatten. 

Beide wurden natiirlich genau auf Porphyrin untersucht, aber es 
lieB sich in 600 cem sterilisierter Kokosmilch bzw. 1 Liter Kokosextrakt 
kein spektroskopischer Befund erzielen. Durch die beim Kochen auf- 
tretenden Fallungen schien das in der Kokosmilch bisweilen in Spuren 
vorhandene Porphyrin adsorbiert worden zu sein. 

_ Unsere Nahrlésungen hatten also folgende Zusammensetzung: 

Lésung A: 90g Zucker wurden in 900 ccm Leitungs- 


) Die spektroskopischen Messungen wurden in 10-cm-Schicht bei 
0,07 mm Spaltbreite durchgefiihrt. Der Einfachheit halber geben wir 
hier nur jeweils einen charakteristischen Streifen an. 





AY 
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wasser gelést und filtriert, dann 100 ccm sterilisierte Kokos- 
milch sowie 1g Harnstoff, 1g sekundires Kaliumphosphat 
und 0,5 g Magnesiumsulfat zugegeben. 

Lésung B enthalt statt Kokosmilch 100 ccm filtrierten 
Kokosextrakt, dem 10 g Zucker zugesetzt waren. 

4 Pasteurkolben zu je 250 ccm wurden mit Lésung A, 
weitere 4 mit Lisuag B gefillt und sterilisiert und die Hefe 
der ersten 8 Ansiitze in die erkalteten Pasteurkolben iiber- 
geimpft. Herr Dr. Berchtold untersuchte Hefeproben unter 
dem Mikroskop und konnte in allen Fallen in Form und 
GréBe normale, gut ernahrte Zellen frei von anderen Mikro- 
organismen feststellen. 

Infolge der Zusiitze ging nun auch das Wachstum schneller 
vonstatten, so daB am 20. II. 25 die Hefe wieder iibergeimpft 
werden konnte, wobei wieder dieselben Lésungen A und B 
zur Anwendung kamen. Teils aus Mangel an gréBeren Pasteur- 
kolben, teils zur Vereinfachung wurden diesmal immer die 
Hefen aus zwei gleichartigen Versuchen zusammen in einen 
Pasteurkolben mit 1 Liter Inhalt gebracht, Von den ur- 
spriinglichen 8 Kulturen blieben also noch folgende 4 Ansitze, 
die wir nach den Zusitzen bezeichnen. 

I. Kokosmilch (A) aus 1 und 2, II. Kokosmilch (A) mit 
Blut aus 5 und 6, III. Kokosextrakt (B) aus 8 und 4, IV. Kokos- 
extrakt (B) mit Blut aus 7 und 8. 

Nachdem die Kohlensaéureentwicklung beendet war und 
die Hefe sich vollstiindig abgesetzt hatte, wurde in Pasteur- 
kolben passender GréBe weiter geziichtet, am 21, III. nochmals 
in 1 Liter, am 11. IV. in 3 Liter und am 15. V. in 5 Liter 
Lisung, wobei wir uns bei jeder Uberimpfung von der Rein- 
heit und dem guten Ernahrungszustand durch mikroskopische 
Untersuchung iiberzeugen konnten. Endlich war am 4. Juli 
reichlich Hefe vorhanden, so daB mit der Aufarbeitung be- 
gonnen werden konnte. Fiir jeden der 4 Versuche waren also 
11 Liter Nahrlésung notwendig, der 1050 ccm Kokosmilch bzw. 
Kokosextrakt zugesetzt waren. Die Kulturen standen bei 
Zimmertemperatur im stark gedimpften Tageslicht, 

Von den Versuchen ohne Blutzusatz wurde zuerst III. mit 
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Kokosextrakt aufgearbeitet. Am 4. Juli wurde die vergorene 1 
Flissigkeit dekantiert und die Hefe abgesaugt. Die Hefe- Bp. 
ausbeute betrug 32 g, die Extraktion mit Eisessig—Ather ergab 

ein sehr giinstiges Resultat und die Intensitit der Farbung 
entsprach unseren besten bisherigen Versuchen. 

Der Restither war von Komplexsalz intensiv rot gefirbt. 

565,3—557,4 ; 528,6—515,9 . ; 
561,8 522.2 | 

Da die Spektren der Komplexsalze von Kupfer, Zink und 
Blei spektroskopisch sehr ihnlich sind, konnte nicht ent- 
schieden werden, welches hier vorlag. Da die verwendeten 
Glasgerate zum Teil aus Jenaer Glas waren, liegt die An- 
nahme von Zinkkomplexsalz wohl am nachsten. Der Porphyrin- | 
ther enthielt noch reichliche Mengen freies Koproporphyrin. 

625,9—619,7 . 

 622,8 
In 25°/,iger Salzsdure: 
597,7—590,2 . 
598,9 

Der Versuch I mit Kokosmilch ohne Blutzusatz ergab 
ein ahnliches Resultat. Hier wurde erst 14 Tage spiter die 
Hefe abgepreBt. Ausbeute 30 g. 

Der Farbstoffgehalt war auch hier sehr betriichtlich. Leider 
lag wieder ein Teil als Komplexsalz vor. Der Restiither war 
sehr intensiv gefirbt. 

— -565,0—558,0 ; 532,4—518,4 . 























561,5 525,4 
Der Porphyrinither enthielt freies Koproporphyrin. 
625,9—621,1 . 
623,5 


In 25°/,iger Salzsiure: 
599,5—590,1 . : 4 

594,8 q 

Auch hier war Himin nicht vorhanden, a 
’ Versuch IV mit Blutzusatz wurde gleichzeitig ntit Ver- 
such II in Angriff genommen. Die abgesaugte Hefe (38 g) war 








252 - Hans Fischer und Hermann Fink, 


rotbraun und nach der erschépfenden Extraktion mit Hisessig— 
Ather rein wei8. Die Lésungsmittel waren entsprechend dem 
Blutzusatz anfangs auBerst intensiv gefarbt. Merkwiirdiger- 
weise nahm die Intensitét im Verlauf der Verarbeitung rasch 
ab, obwohl direkte Belichtung vermieden wurde, Der Porphyrin- 
’ther war nicht starker gefirbt als bei den Versuchen ohne 
Blutzusatz, doch enthielt er gleichzeitig Protoporphyrin und 
Koproporphyrin. Ersteres war deutlicher als letzteres. 
635,8—681,8 ; 627,0—622,4 . 
633,8 624,7 


Der grébte Teil der Farbstoffe fand sich im Restither 
als Komplexsalz. 

Die sofort ausgefiihrte Messung ergab sehr deutliches 
Kupfersalzspektrum. Hamin, auf das besonders geachtet 
wurde, war nicht mehr vorhanden. Auch hier nahm die 
Intensitait allmahlich ab. Nach dem Verdampfen des Athers 
und Aufnehmen in Pyridin war keine Absorption mehr fest- 
zustellen, weshalb wir die Spaltung des Kupfersalzes mit 
Na-Amalgam nicht mehr durchfihren konnten. 

Versuch II wurde gleichzeitig mit Versuch I aufgearbeitet. 
Alle erwihnten Erscheinungen zeigten sich im wesentlichen 
auch hier wieder. Die Verhialtnisse lagen aber imsofern un- 
giinstiger, als die Komplexsalzbildung schon so weit fortgeschritten 
war, daB die freien Porphyrine kaum mehr differenziert werden 
konnten. Auch hier war die Farbung anfangs sehr intensiv, 
um sichtlich auszubleichen. Im Porphyrinaither war eben noch 
der Koproporphyrinstreifen im Rot erkennbar. | 

626,7—620,1 . 

623,4 











Ein Doppelspektrum lieB sich nicht mit Sicherheit kon- 
statieren. Der Restither enthielt die ganzen Farbstoffe als 








Komplexsalz. 
565,7—556,2;  529,2—513,8. 
560, 9 521, 5 


Fir das Vorhandensein geringer Spuren von Hamin —" 
ein sehr verwaschener Streifen bei etwa 645. 
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Saccharomyces anamensis (anamite levure). 


(Ausgefiihrt im Laboratorium der Léwenbrauerei A.-G. und in der Rein- 
zuchtanlage der Franziskaner-Leistbrauerei.) 


Durch Vermittlung von Herrn Professor Liiers erhielten 
wir eine Reinkultur des Pilzes aus der wissenschaftlichen Station 
fir Brauerei, Miinchen. Nach unseren Erfahrungen bei obigen 
Kulturen mit Brauereihefe verwendeten wir hier fiir die erste 
Uberimpfung am 23. II. 25 eine Nahrlésung mit Vitaminzusatz; 
zu 4/, Liter sterilisierter Lésung B wurden etwa 2 ccm der 
Aufschwemmung des Pilzes zugegeben. Schon nach einigen 
Tagen fiel die starke Kohlensaéureentwicklung auf und nach 
14 Tagen hatte sich relativ viel Hefe zu Boden gesetzt. Bei 
dieser starken Virulens der Levure war es fir die weitere 
Zichtung iiberfliissig, irgendwelche natiirlichen Stoffe zuzusetzen, 
weshalb wir am 21. III. in 41/, Liter der bei Mineralhefe an- 
gewandten N&hbrlisung iiberimpften. Das Wachstum ging in 
flottem Tempo weiter und am 11. IV. wihrend der Osterferien 
brachte Herr Dr. Berchtold die gewachsene Hefe von neuem 
in 5 Liter Nahrlésung. Bei der nachsten Uberimpfung wurde 
die Hefe auf 2 Kolben zu je 5 Liter verteilt. Gleichzeitig 
hatten wir in unserem Laboratorium den Rest der Reinkultur 
(etwa 1 ccm Pilzsuspension) in gleicher Weise weitergeziichtet 
und waren ebenfalls bei 5 Liter Kultur angelangt. Herr 
Dr. Geys in der Franziskaner-Leistbrauerei hatte nun die 
groBe Liebenswiirdigkeit, uns fir die weitere Ziichtung im groBen 
MaBstab einen Reinzuchtzylinder zur Verfiigung zu stellen.') 
Am 10. V. vereinigten wir die Hefen aus den 3 Versuchen in 
55 Liter Nahrlésung. Nach 4 Wochen wurde die vergorene 
Flissigkeit abgelassen und der Apparat nochmals mit 120 Liter 
Lésung gefillt. Zur Orientierung nahmen wir vor der Auf- 
arbeitung des Hauptversuchs eine Hefeprobe, die nach dem 
Absaugen 39 g betrug. 3 

Herr Dr. Geys steiite bei der mikroskopischen Untersuchung auBer 
der Anamite levure Zellen einer anderen Hefeart fest, wahrscheinlich 


1) Auch bei einem fritheren Ziichtungsversuch in gréBerem MaB- 
stab, der allerdings zu keinem wesentlichen Resultat fihrte, konnten 
wir die Reinzuchtanlage dieser Brauerei beniitzen, wofiir wir auch an 
dieser Stelle bestens danken. 
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einer Torula. Fir unseren Zweck war dies jedoch ohne Bedeutung, 
da es uns bei diesem gro8en Versuch vor allem darauf ankam, in irgend- 
einer Hefe, die in garantiert porphyrinfreiem Substrat geztichtet worden 
war, Porphyrin spektroskopisch bzw. durch Krystallisation nachzuweisen. 


Die Gesamtausbeute an Farbstoffen war befriedigend, 
entsprach aber nicht unseren besten 5-g-Versuchen. Wie aus 
dem Folgenden hervorgeht, hatte dies wahrscheinlich seinen 
Grund darin, daB die Hefe bei der relativ niederen Temperatur 
der Reinzuchtanlage (6—8° C) weniger Porphyrin erzeugt als 
bei Zimmertemperatur. Unsere bisherigen Versuche wurden 
aber fast ausschlieBlich bei 15—-20° ausgefiihrt. Infolge der 
monatelangen Berithrung. mit dem kupfernen Reinzuchtgefaf 
war, wie zu erwarten, der gréBte Teil der Farbstoffe in Kupfer- 
komplexsalz tibergegangen, was aus den spektroskopischen 


Zahlen des Restithers hervorgeht. Sebr deutliche Streifen von 
565,1—557,2 ; 529,5—519,3 . 


561,1 524,4 
Hamin war nicht vorhanden. 
Porphyrinather: Sehr deutliches Spektrum. 
625,8—620,8 . 
623,0 
In 25°/,iger Salzséiure: 
598,4—589,2. 
598,8 
In verdiinntem Alkali: 
619,0—607,4. 
613,2 
5 g dieser Hefe wurden in 2 Liter Nahrlésung bei 25° 
im Thermostaten weiter geziichtet. Nach 8 Tagen resultierten 
nach dem Absaugen 8 g Hefe, in der bedeutend mehr Porphyrin 
vorhanden war. 

.Nun wurde mit der Aufarbeitung des Hauptversuchs be- 
gonnen. Wir erhielten 800 g Hefe nach dem Abpressen auf 
der Nutsche. Davon wurden 700 g erschépfend mit Eisessig— 
Ather extrahiert; die spektroskopischen Befunde waren dieselben, 
wie beim Vorversuch und sollen deshalb hier nicht mehr auf- 
gefihrt werden. Zur Erzielung von krystallisiertem Material 
war die Porphyrinfraktion zu gering. Auch bei Isolierung des 
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Kupfersalzes, das iiberwiegend vorhanden war, stieBen wir auf 
auBerordentliche Schwierigkeiten, da sich im Restither auch 
das gesamte Hefefett angereichert hatte. Mit verdiimnter Salz- 
siure ist das Kupferkomplexsalz nicht aus Ather extrahierbar, 
beim Ausschiitteln einer Probe mit Alkali traten starke 
Emulsionen auf. Unter diesen schwierigen Verhiltnissen ist 
uns die Krystallisation des Kupfersalzes nicht gelungen. Die 
iibrigen 100 g der geernteten Hefe wurden auf 4 Flaschen zu 
je 12 Liter verteilt und bei sommerlicher Zimmertemperatur 
weiter geziichtet. Die erhaltenen 142 g Hefe wurden er- 
schépfend mit Eisessig-Ather extrahiert, wobei eine starke 
Anreicherung an freiem Koproporphyrin festgestelit werden 
konnte. Der Porphyrin—Ather wurde nach griindlichem Waschen 
verdampft und der Riickstand mit 2,5°/,igem Methylalkohol— 
Chlorwasserstoff verestert. Nach dem Filtrieren wurde die 
Saure unter Hiskiihlung mit Sodalésung neutralisiert und die 
entstandene Fallung abfiltriert. Nach dem Extrahieren des 
getrockneten Filterchens mit Chloroform dampften wir bis auf 
wenige Tropfen ein und setzten Methylalkohol im UberschuB zu. 
Die Krystallisation war nach 3 Tagen noch nicht eingetreten, 
weshalb wir nochmals zur Trockne verdampften und den Riick- 
stand mit wenig heiSem Methylalkohol lésten. Beim langsamen 
Abkihlen schieden sich dann prichtig rote Krystallnadeln ab 
(vgl. Photographie). Auch die krystallographische Untersuchung 
des Herrn Prof. Steinmetz bewies die Identitit mit Koproester. 
In dem Praparat waren beide Formen des Koproesters krystallo- 
graphisch feststellbar (vgl. XVIII. Mitteilung iiber natiirliche 
Porphyrine, diese Zs. im Druck), 


Mottenraupenkot. 

300. g Mottenraupenkot (von Federnmaterial) wurden wie 
iiblich mit Eisessig—Ather behandelt. Beim Ubertreiben des 
Porphyrins aus der 5°/,igen Salzsiure in den Ather mit 
Natriumacetat fiel eine starke Fluorescenz auf. | 

Im Porphyrinather-Doppelstreifen, jedoch rn 
viel deutlicher als Protoporphyrin. 

634,2—630,6; 625,5—621,0. 
| 632,4 623,2 
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In stark verdiinnter NaOH. 
619,0—605,6 . 
612,3 : 

Die Zahlen in verdiinnter Lauge machen Hamatoporphyrin 
wenig wahrscheinlich. Bei einem 2. Versuch mit 70 g Motten- 
raupenkot (auf brauner Wolle geziichtet) fehlte Protoporphyrin; 
der vorhandene Farbstoff kann am ehesten mit Koproporphyrin 
identifiziert werden. 





Aspergillus oryzae. 


Herr Prof. Liiers hatte die groBe Liebenswiirdigkeit, uns 
48 g des getrockneten Pilzes zur Verfiigung zu stellen. Mit 
1 Liter Eisessig wurde das zerkleinerte Material 24 Stunden 
geschiittelt, dann mit Ather versetzt. Dabei farbte sich die 
Lésung schén gelb an. Spektroskopisch ergab sich bei weiterer 
Verarbeitung ein intensives Doppelspektrum von Protoporphyrin 
und Koproporphyrin, wobei letzteres iiberwog. 

634,0—629,4: 625,5—619,8 . 














631,7 622,6 
Im Restaéther war Komplexsalz vorhanden. 
567,4—554,5;  582,1—515,4. 
560,9 523,7 


Da der untersuchte Pilz in Bierwiirze, die ja beide Por- 
phyrine in Spuren enthalt, geziichtet worden war, hatte dies 
Resultat fir uns nur untergeordnete Bedeutung. Herr Prof. 
Liers lieB dann fir unseren Zweck nochmals aus einer Ose 
8 g des Pilzes (lufttrocken) in porphyrinfreier Nahrlésung (nach 
Slator) heranziichten. Dieser einwandfreie Versuch ergab, 
daB auch im Aspergillus oryzae Koproporphyrin als primires 
Stoffwechselprodukt vorkommt analog wie bei der Hefe. Durch 
die lange Beriithrung mit dem GlasgefaB war ein Teil des 
Porphyrins in Komplexsalz tibergegangen. Der Gehalt an 
Farbstoff tibertraf den der Brauerei-Trockenhefe. 

Ganzer Porphyrinather in 10-cm-Schicht: Sehr deutliches 
Spektrum. | 

626,1—621,2 . 





628,6 
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In 25°/,iger Salzsiure: 
598,5—590,6 . 











594,5 
Restather: 
565,0—558,0;  531,4—517,1. 
561,5 524,2 


Schwarze Hefe. 


45 g getrocknete schwarze Hefe, die uns ebenfalls Herr 
Prof. Liiers verschaffte, wurde nach mehrtagigem Digerieren 
mit Hisessig auf ihren Porphyringehalt geprift. Im Porphyrin- 
ther war deutlich spektroskopisch Koproporphyrin zu erkennen. 

623,7—621,0. 

622,38 
Der Restather war intensiv braunrot gefirbt, ohne selektive 
Absorption zu zeigen. 





Sekthefe. 


In 350 g abgepreBter Sekthefe der Firma Burgeff & Co. 
konnten wir Porphyrin nur in Form von Komplexsalz nach- 
weisen. Freies Koproporphyrin fehlte hier vollstandig. Im 
Restather folgendes deutliches Spektrum: 

567,2—554,4; 532,5—515,1. 

560,8 523,8 








Rote Hefe. 


Hine geringe Menge von roter Hefe (Torula rubra), von 
der uns Herr Prof. Liiers eine Reinkultur verschafit hatte, 
wurde samt Substrat mit Kisessig-Ather behandelt, wobei der 
vote Farbstoff zum Teil in Lésung ging. Im Restither konnten 
folgende Spektralzahlen ermittelt werden: 

AuBerst verwaschener Streifen von 534,5—517,0. 

525.1 

Fiir das Vorhandensein von Porphyrin war kein Anhalts- 

punkt gegeben. 





Tuberkelbazillen. 


20 g im strémenden Dampf abgetétete Tuberkelbazillen, 
die in Kisessig aufgeschwemmt waren, warden mit Ather ver- 
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setzt, wobei Fallungen auftraten, und weiter verarbeitet. Im 
Restiither war Komplexsalz deutlich nachweisbar. 
568,6—557,8;  528,6—516,6. 
560,4 522,6 : 
Im Porphyrinaéther konnte Koproporphyrin nicht beob- 
achtet werden. 








‘Tuberkulin. 


1 Liter bewachsene Nahrbouillon, die schon in Héchst mit 
der gleichen Menge LHisessig versetzt worden war, zeigte bei 
der Untersuchung ein sehr intensives Protoporphyrinspektrum, 
an das sich ein sehr schwaches Koproporphyrinspektrum 
anschloB. 

Porphyrinither: 634,2—628,5; setzt sich bedeutend schwicher 

631,3 





fort von 624,3-—619,7. 
622,0 
In 25°/,iger Salzsiure: 
605,5—598,1 . 
601,8 . 
Im Restither konnte auch ein sehr verwaschener Haminstreifen 
beobachtet werden. 
652,8—647,0. 
649,9 
Kupfersalz fehlte. Nach dem Verdampfen des Athers und 
Aufnehmen mit Pyridin war dieser schwache Streifen noch 
vorhanden. 











Beeinflussung der Synthese. 


Auch die Versuche zum Studium der Beeinflu8barkeit der 
Synthese haben wir in groBer Anzahl fortgesetzt. Am wichtigsten 
erschien uns vor allem die Frage, ob es nicht méglich sei, 
durch Zusatz gewisser Aminosiuren und anderer stickstoff- 
haltiger Stoffe, die als Bausteine des Blutfarbstoffs in Betracht 
kommen, die Hefe zur Steigerung der Farbstofisynthese zu 
veranlassen. Um ein klares Bild zu bekommen, war es aber 
zunachst notwendig, den Einflu8 grundlegender Faktoren zu 
studieren, wie Belichtung, Temperatur, Liftung, Art und 
Konzentration des Zuckers. GroBe Schwierigkeiten bei Be- 
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urteilung der experimentellen Resultate verursachte die oben 
erwihnte Tatsache, daf die Porphyrinausbeuten auch bei 
gleichen Ansitzen sehr schwankend sind und trotz sehr vieler 
Versuche war es in manchen Fallen nicht méglich, ein Bild 
zu bekommen, wie weit die einzelnen Faktoren von KinfluB sind. 

Ohne jeden Hinflu8 scheint die Belichtung zu sein. Von 
gréBerer Bedeutung ist zweifellos die Temperatur, obwohl auch 
hier ein endgiiltiges Urteil noch nicht gefallt werden konnte. 
Die Kulturen von Saccharomyces anamensis, die bei 6—8° 
durchgefihrt wurden — wenigstens bei den letzten Uber- 
impfungen — enthielten relativ wenig Farbstoff, jedenfalls nicht 


die den besten 5-g-Versuchen entsprechenden Mengen. Dab ° 


niedere Temperatur ungiinstig wirkt, ist wohl auch mit ein 
Grund, daB die Brauereihefe so farbstoffarm ist, denn als Hefe 
in Bierwiirze bei Zimmertemperatur geziichtet wurde, stieg 
auch hier der Porphyringehalt merklich an. Als giinstigste 
Temperatur erwies sich eine solche von 18—25°. 

Was die Konzentration der Rohrzuckerliésung betrifft, so 
erzielten wir die besten Resultate bei 10°/,igen Loésungen. 

Kindeutiger ist der Kinflu8 der Liiftung. Sie wirkt in 
wiederholten Fillen ungiinstig auf die Ausbeute. 

Um in all diesen Punkten volle Klarheit zu schaffen, 
wire eine betrachtliche Zahl von Ansitzen nétig gewesen, was 
sehr viel Zeit erfordert hitte. 

An Zuckerarten wurden auBer Saccharose noch Glucose 
und Lactose, jedesmal in Lésung 1:10, vergoren. Saccharose 
erwies sich am geeignetsten, doch sind die erzielten Farbungen 
mit Glucose fast ebenso intensiv, wihrend sie bei Verwendung 
von Lactose wesentlich schwicher waren. 

Endlich haben wir statt Harnstoff eme Reihe anderer 
Stickstoffquellen verwendet, wie Amino-Crotonsiure, Glutamin- 
siure, a-Prolin, Histidin, d-Alanin, l-Leucin, Cystin, Tryptophan, 
Glucosamin, 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol, 2,4,5-Trimethyl- 
8-carbithoxypyrrol'), ferner KiweiB und Kigelb. Uber die 

1) Auch 2,4-Dimethyl-8-carbithoxy-5-formylpyrrol sowie Trimethyl- 


pyrrol-6-aldehyd wurden mit negativem Erfolg auf Porphyrinbildung 
untersucht, die Aldehyde wurden unverindert wiedergewonnen, 
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Versuche mit Asparagin und Asparaginsiure wurde bereits in 
der II. Mitteilung berichtet. 

In keinem Fall wurden unsere fritheren Ergebnisse mit 
Harnstoff itibertroffen. Jedenfalls kann so viel mit Sicherheit 
festgestellt werden, daB keine der zugesetzten Substanzen eine 
spezifisch begiinstigende Wirkung auf die Porphyrinsynthese 
ausgeiibt hatte. 

Die Zusammensetzung der 2 Liter Nahrlésung war die 
gleiche wie bei den 5-g-Versuchen, abgesehen von der ver- 
wendeten Stickstoffquelle, von der im allgemeinen so viel auf 
1 Liter zugesetzt wurde, als 0,5 g Stickstoff entsprach. 





























Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff. 
IIL. Mitteilung. 


Von 


Arno Papendieck. 


ro 


(Aus dem Chemischen Laboratorium (Prof. O. Schumm) des Allgemeinen Krankenhauses 
Eppendorf Universitat Hamburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, September 19265.) 


Vor einiger Zeit wurden von A. Papendieck und 
K. Bonath?) Verfahren mitgeteilt, mit deren Hilfe es méglich 
ist, das von O. Schumm”), P. List*) und A. Papendieck‘) 
friiher nach anderem Verfahren dargestellte sogenannteaw-Hamato- 
porphyroidin zu erhalten. Uber das s. Zt. angegebene Hydrazin- 
hydrat-Kisessigverfahren kann jetzt weiteres mitgeteilt werden. 
Wie schon damals zum Ausdruck gebracht wurde, liegt diesem 
Verfahren der alte Gedanke Hoppe-Seylers') zugrunde, das 
Eisen durch EKinwirkung von Sauren aus der ,,reduzierten“ Form 
des Blutfarbstoffs, d. h. aus Himoglobin oder Himochromogen 
abzuspalten; derselbe Gedanke, auf dem die friiher im hiesigen 
Laboratorium von 0. Schumm und seinen Mitarbeitern aus- 
gefihrte Enteisenung des durch Sauerstoffzehrung der roten 
Blutkérperchen erhaltenen Hamoglobins, bzw. des durch Ein- 
leiten von H,S, CO, CO, ,,reduzierten* Hamoglobins beruhte. 
Q.Schumm hat dem dabei entstehenden Porphyrin den vor- 
laufigen Namen «-Himatoporphyroidin bzw. «-Hamatoporphyrin 
gegeben. — Kiirzlich hat H. Fischer®) Untersuchungen ver- 
Offentlicht, aus denen er auf die Identitit des o-Hamato- 
porphyroidins bzw. a-Himatoporphyrins mit seinem Ooporphyrin 
und Kimmerers Porphyrin schlieBt und gibt diesem neuen 
sowohl kiinstlich aus Blutfarbstoff dargestellten als auch natiir- 
lich vorkommenden Stoff den gemeinsamen Namen Proto-Por- 
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phyrin. So erwiinscht es an sich ist, beizeiten tiber eine klare 
und vor allen einheitliche Nomenklatur zu verfiigen, so halten 
wir dennoch eine endgiiltige Benennung der Porphyrine fir 
verfriht. Wir glauben auf Zustimmung rechnen zu kénnen, 
wenn wir nicht nur eine wirklich rationelle Benennung neu 
aufgefundener bzw. noch aufzufindender Porphyrine anstreben, 
sondern auch eine etwa notwendig werdende Umnennung schon 
bekannter, die dann den inzwischen erweiterten und vertieften 
Erkenntnissen Rechnung zu tragen hat. Aus den in den letzten 
Jahren auf diesem Gebiete erschienenen Arbeiten geht hervor, 
daB eine endgiiltige Klirung der Zusammenhinge zwischen allen 
in Frage kommenden Stoffen immer noch nicht erreicht ist. 


I. Das Eisessig-Hydrazinhydratverfahren. 

Die s. Zt. ausgefiihrte Enteisenung mit Eisessig und 
Hydrazinhydrat bei der Temperatur des Wasserbades kann mit 
Vorteil, wo es sich nicht um augenblicklich demonstrierbare 
Porphyrinbildung handelt, ersetzt werden durch eine langsamer 
verlaufende bei Zimmertemperatur. Dieses Vorgehen scheint 
mir vor allem deshalb empfehlenswerter, weil die Hinwirkung 
der beteiligten Agentien offenbar milder ist, was u. a. dadurch 
zum Ausdruck kommt, daB bei der ,,heiBen“ Enteisenung eine 
betrichtliche Menge eines griinen Farbstoffes entstehen kann, 
dessen Bildung bei der kalten Enteisenung stark zuriicktritt. 
Man kann daher bei langsamer Enteisenung mit einer besseren 
Ausbeute an Porphyrin rechnen. Der griine Farbstoff la8t sich 
iibrigens leicht mit der Essigsiure aus der atherischen Porphyrin- 
lésung auswaschen und so vom Porphyrin fast véllig trennen. 
Ferner ist jetzt die Gefahr einer weitergehenden Umwandlung 
des gebildeten Porphyrins durch Absittigung der ungesittigten 
Seitenketten bedeutend verringert, wenigstens habe ich nie 
nennenswerte Mengen eines anderen Porphyrins beobachtet, 
wihrend man bei Anwendung" ‘eines allerdings sehr groBen 
Hydrazinhydratiberschusses und linger dauerndem Erhitzen 
u. U. ein Farbstofigemenge erhalt, in dem das e-Himato- 
porphyrin nur noch in mafiger Menge enthalten ist. Auf jeden 
Fall halte ich es fiir notwendig, den iiber Ather in etwa 5°/, 
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Salzsiure gebrachten Farbstoff in Chloroform zu treiben. Da- 
durch erreicht man eine sichere Abtrennung von anderen nicht 
chloroformléslichen Farbstoffen, und man erhalt, wenn man 
dafir sorgt, daB kein groBer UberschuB an Liésungsmitteln an- 
gewandt wird, schlieBlich das Porphyrin als Chlorhydrat in 
wohlausgebildeten Kristallen, die ohne weiteres analysenrein 
sind, (Kinzelheiten s. im experimentellen Teil.) 


II. Das «-Hamatoporphyroidin, C,,H,,0,N, 
[= Hamaterindicarbonsaure (W. Kister’)]. 

In meiner ersten kurzen Mitteilung‘) tiber das e-Haimato- 
porphyroidin habe ich am SchluB angegeben, daB der nach 
Kitister und Deihle’) dargestellte Methylester bei 221° C 
schmilzt. In einer ,,Bemerkung“ von O. Schumm und 
A. Papendieck®) wurde dann darauf hingewiesen, dab der 
Alkoholgehalt des Handelschloroforms (wie auch des Narkose- 
chloroforms), das zur Darstellung unserer Farbstoffpraparate 
benutzt wurde, vielleicht zu einer teilweisen Veresterung fiihren 
miBte, was einerseits aus der nicht vélligen Kaliléslichkeit 
hervorging, andererseits zur Folge hatte, dab ich wiederholt 
niedrigere Schmelzpunkte fiir den Methylester fand, als ich 
damals angegeben (z. B. 186°, 189°, 196°). In der Folgezeit 
haben wir dann nur Chloroform verwandt, das unmittelbar vor 
dem Gebrauch mit reichlichen Mengen Wasser alkoholfrei ge- 
waschen worden war, und es zeigte sich, da8 dann einheit- 
liche Produkte erhalten wurden, die sich glatt in n/10 KOH 
lésten. Ein kiirzlich von mir unter den genannten Vorsichts- 
maBregeln dargestelltes Esterpriparat zeigte dann auch wieder 
den angegebenen Schmelzpunkt bei 221° C (unkorr.). 

Die Verbrennungen des freien Porphyrins (nicht des Chlor- 
hydrats) habe ich im Porzellanschiffchen ausgefiihrt. Das Por- 
phyrin wurde nicht mit Kupferoxyd oder dgl. gemischt. Die 
Fiillung des (Glas-)Rohres bestand aus einem Gemisch aus etwa 
2 Teilen Kupferoxyd und 1 Teil Bleichromat. Das Porphyrin 
verbrennt so im Sauerstofistrom nicht tibermaBig schwer, wie mir 
scheint betrichtlich leichter als etwa Hamin. Uber Bestimmung 
des Aschegehaltes usw. vgl. man den experimentellen Teil. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL. 18 
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Nach den Analysenergebnissen bestitigt sich unsere in der 
letzten Mitteilung ausgesprochene Vermutung: Die Zahlen 
stimmen zu der Formel C,,H,,0,N,. Auf die Zahl der Wasserstofi- 
atome michte ich mich trotz der Analysenergebnisse jedoch 
nicht endgiiltig festlegen. Gewisse Anzeichen scheinen auch 
fir eine andere Zahl als ,,H,,“ zu sprechen. Das Porphyrin 
enthilt zwei veresterbare Carboxylgruppen und die ungesittigten 
Seitenketten des Himatins sind noch in ihm enthalten, was 
einerseits aus der leichten Hydrierbarkeit*) hervorgeht, anderer- 
seits aus der Higenschaft, sich glatt durch Hinfiihrung von 
Hisen in eine Verbindung zuriickverwandeln zu lassen, die vom 
Himatin aus Blut nicht zu unterscheiden ist) *), Es liegt 
also in der Tat die von W. Kister vorausgesagte 
Hamaterindicarbonsiure vor, die lediglich enteisente 
prosthetische Gruppe des roten Blutfarbstoffs. 


III. Experimenteller Teil. 


1. Einmal umkrystallisiertes Schalfejeff-Himin (N-Be- 
stimmung: 4,370 mg geben 0,323 ccm N, t = 24°, b = 7717/, mm. 
Gef.: 8,62°/,, ber.: 8,60°/,) wird in n/1 Kalilauge gelést, mit 
25°/, Schwefelsiure gefallt, filtriert, shupeirel gewaschen und 
bei 60° getrocknet. 


0,1 g des so erhaltenen Himatins werden in méglichst 
wenig n/10 KOH gelést, zu der Lésung schnell unter Umriihren 
eine gréBere ‘Menge Hisessig gegeben und in verschlieBbarer 
Filasche auf etwa 1 Liter mit Hisessig aufgefillt. Zu dieser 
Hamatinhydrat werden allmihlich unter Umschwenken 5—10ccm 
Hydrazinlésung zugesetzt und die verschlossene Flasche unter 
Lichtabschlu8 2 Tage stehen gelassen. Danach wird die His- 
essiglésung in einen 5 Liter Scheidetrichter gebracht, mit etwa 
3 Liter Ather versetzt und der Eisessig an der Wasserleitung 
herausgewaschen. Dann bringe ich in denselben Ather eine 
weitere Portion Eisessiglésung. Durch Nachfillen gleicht man 
den durch das Waschen erfolgenden Verlust an Ather wieder 
aus, so daB immer mindestens etwa 3 Liter Ather vorhanden 
sind, Der saurefrei gewaschene Ather wird dann mit etwa 
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200 ccm 5°/, Salzsiure ausgeschiittelt, wodurch die Haupt- 
menge des Porphyrins dem Ather entzogen wird. Der Rest 
148t sich meist mit weiteren 80—100 ccm Salzsiure gewinnen. 
Die Salzsiure wird darauf mit griindlich alkoholfrei gewaschenem 
Chloroform extrahiert, solange noch das Chloroform stark ge- 
farbt wird, was etwa 300—500 ccm Chloroform-erfordert. Durch 
Filtrieren durch eine dreifache Lage harten Filtrierpapiers 
(Schleicher u. Schill, Nr. 605) 148t sich das Chloroform von 
Salzsiure befreien. Haufig sieht man schon vor Ablauf von 
1/, Stunde glanzende Krystallnadeln in der Lisung. Am fol- 
genden Tage ist die Krystallisation beendet; die Krystalle 
werden abgesaugt, mit Chloroform gewaschen und im Vakuum- 
exsikkator tiber Atzkali getrocknet. 

2. Zu den Analysen verwandte ich nicht das Chlorhydrat 
sondern das freie Porphyrin. Das krystallisierte Chlorhydrat 
wurde in n/10-KOH gelést, mit Essigsiure gefallt, filtriert, 
gewaschen und zuerst bei 60°, dann im Exsikkator getrocknet. 

a) Aschengehalt etwa 0,1°/,. 

b) Chlorbestimmung (nach Liebig!): 0,1216 g ergeben 
nur eine opalisierende, nicht filtrierbare Triibung von Ag(Cl. 
Das Praparat ist also praktisch chlorfrei. 

c) Schwefelbestimmung (nach Liebig-Du Ménil*): 
0,1032 g geben keine Bariumsulfatfaillung. Das Praparat ist 
also schwefelfrei. 

d) Eine Auflésung des Praparates in Hisessig ergibt nega- 
tiven Ausfall der Benzidinreaktion. Es enthalt also 
kein , Haimatineisen“. 

e) C und H Bestimmung: 

C,4H,,0,N,: berechnet: C = 72,56°,, H = 6,10°/,, N = 9,96°%,, 
O = 11,88%,. 

a) 0,0940 g geben 0,2506 g CO,, 0,0524g¢ H,O; 

gef. C = 72,71%,, H = 6,24%,. 

6) 0,0883 g geben 0,2348 g CO,, 0,0475 g H,0; 

gef. C= 72,37°/,, H = 6,02°%,. 

y) 0,0894 g geben 0,2881 g CO,, 0,0507 g H,O; 

gef. C = 72,64°,, H = 6,35). 


5) 0,0929 g geben 0,2472 g CO,, 0,0510 g H,O; 
gef. C = 72,57%,, H = 614%, 
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f) N-Bestimmung. 

a) 2,063 mg geben 0,170 com N, t = 19°, b = 759 mm; 

gef. N = 9,62°/,. | 

8) 1,895 mg geben 0,161 eem N, t= 18°, b== 762 mm; 

gef. N = 9,99 %,. 

3. Die Hamaterindicarbonséure wurde in 1°/, Chlorwasser- 
stoff enthaltendem Methylalkohol 20 Minuten am RiickfluB- 
kithler gekocht, die Lésung in Wasser gegossen, in dem etwas 
Natriumacetat gelést war, der ausgefallene Ester abfiltriert und 
in wenig alkoholfreiem Chloroform gelést. Die Lésung wurde 
in die 5fache Menge siedenden Methylalkohols gegossen und 
die am folgenden Tage abfiltrierten Krystalle in derselben 
Weise noch 3mal umkrystallisiert. Der so gewonnene, im 
Vakuumexsikkator getrocknete Ester schmilzt bei 221°C vessel 


Methoxylbestimmung. 
a) 3,050 mg geben 2,675 mg AgJ = 11,57°/, OCH, ; 
b) 4,600 mg , 38,115 mg AgJ = 8,94°, OCH, ; 
ce) 5,120mg_ ,, 3,907 mg AgJ = 10,24°/, OCH, ; 
d) 5,505 mg ,, 4,250 mg AgJ = 10,19%, OCH, . 


Bei Annahme der durch die Formel C,,H,,0,N, fir die Saiure 
und C,,H,,.0O,N, fiir den Methylester zum Ausdruck kommen- 
den MolekulargréBe entsprechen 10,51°/, OCH, einem Gehalt 
von 2 veresterten Carboxylgruppen. 
Weitere Untersuchungen iiber die Hamaterindicarbonsaure 
sind im Gange. : 
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Untersuchungen iiber die Gallensaduren. 
XXIV. Mitteilung. 


Uber den Vorgang der Wasserabspaltung unter Bildung 
neutraler Substanzen. 


Von 


Heinrich Wieland und Otto Schlichting. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. September 1925.) 


Die Frage nach der Natur des neben Choladiensaure 
C,,H,,0, bei der Vakuumdestillation der Desoxycholsaure ent- 
stehenden isomeren Lactons?) hat uns weiter beschaftigt. Im 
letzten Jahr ist in ihm durch Uberfiihrung in das gesittigte 
Lacton C,,H,.0, eine Doppelbindung nachgewiesen worden. 
Wir haben jetzt dieses gesittigte Lacton zu einer Oxysadure 
C,,H,)0, aufgespalten, die durch Oxydation mit Chromsiure 
in die bekannte 7-Keto-cholansdure*) C,,H,.O, (I) tiber- 
gefihrt werden konnte. Damit ist die wichtige Feststellung 
erbracht, daB die unerwartete Lactonbildung der Des- 
oxycholsiure ohne Verinderung des Ringgefiiges vor 
sich geht. 








?) IIL. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 98, 8, 59 (1916); XXIL. anatomy, 
Diese Zs. Bd. 142, S. 192 (1924). | : 
) V. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 106, S. 191 (1919). 








268 Heinrich Wieland und Otto Schlichting, 


Die 7-Oxycholansiure macht uns mit einem Isomeren der 
Lithocholsiure (3-Oxycholansiure) bekannt, dem vielleicht auch 
physiologische Bedeutung zukommt. Sie lieB sich durch 
Erhitzen wieder in das gesattigte Lacton zurick- 
verwandeln. 

Demnach kann kein Zweifel dariiber bestehen, daB das 
ungesattigte Lacton C,,H,,0O, die Konstitution IT besitzt. 

Nicht nur die Desoxycholsiure, sondern auch die Chol- 
siure erfibrt bei der thermischen Zersetzung Lactonbildung; 
die Neutralprodukte aus diesem ProzeB sind jedoch noch nicht 
niher untersucht worden. Wir bemerken noch, daB die Des- 
oxycholsiure einen auBerordentlich geringen Ertrag am un- 
gesittigten Lacton IT liefert, es lassen sich nicht mehr als 
0,6°/, davon erhalten. 

In naher Beziehung zu dieser intramolekularen Wasser- 
abspaltung unter Beteiligung der Carboxylgruppe steht die 
auch in der Hitze vor sich gehende Zersetzung gewisser Keton- 
siuren, bei der neben Wasser auch noch Kohlendioxyd ab- 
gespalten wird.') Die in den beiden unten zitierten Abhandlungen 
gleichzeitig gemachte Beobachtung bezieht sich auf die Brenz- 
desoxy-biliansaure C,,H,,0O, (II), die so zu 10 °/, in ein un- 

















> H, 

H, H is 

pS al} Cots cm - Cis 

Il o Pte . y» “4i.6 H, CH,» 
a : Hs COOH ¢ Ay | ‘ 
” epamaaan: amanda 
‘t ¥ 
H, 
H, 








1) W. Borsche, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1485 (1924); H. Wieland, 
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gesattigtes Keton C,,H,,O iibergeftihrt werden konnte. Wir 
haben inzwischen festgestellt, daB sich unter den gleichen Um- 
stinden auch aus Dehydrodesoxycholsaure ein ungesattigtes 
Keton erhalten laBt. Das einfachste Beispiel fiir diese Reak- 
tion hat Herr V. Wiedersheim in der 7-Ketocholansaure (1) 
gefunden. Aus ihr wurde in einer Ausbeute von 40°/, der 
Theorie ein prachtvoll krystallisierter ungesittigter Kohlen- 


wasserstoff-C,,H,, gewonnen. Man sieht klar, dab es die CO-- 


Gruppe in Stellung 7 sein muB, die an der Wasserabspaltung 
teilnimmt, und nachdem wir fiir die Lactonbildung aus Des- 
oxycholsiure bewiesen haben, da sie ohne Umformung des 
Grundgeriistes sich vollzieht, kann es keinem Zweifel unter- 
liegen, daB auch diese analoge und viel glatter verlaufende 
Umsetzung in gleicher Weise sich vollzieht, da8 wir in ihr 
also eine Art innerer Perkinscher Reaktion anzunehmen 
haben. Die zum Carboxyl q@-staindige Methylengruppe hat sich 
unter Wasserabspaltung und Herstellung einer Doppelbindung 
gegen C, an Ring II kondensiert, die Carboxylgruppe der 
a, B-ungesattigten Siure hat bei der hohen Reaktionstemperatur 
(> 300°) ihr CO, verloren. Damit gelangen wir fiir das un- 
gesattigte Keton C,,H,,O aus Brenz-desoxy-bilianséure und fir 
den ungesittigten Kohlenwasserstoff C,,H,, aus 7-Keto-cholan- 
siure eindeutig zu den Formeln IV und V. 

Unsere bisherigen Ableitungen haben zu dem SchluB ge- 
fiihrt, daB die in den aufgezeichneten Formeln, z. B. I, hinter 
der Klammer stehenden 11C-Atome den vierten, an C,, oder 
C,, gebundenen Ring und die Seitenkette mit endstindigem 
Carboxyl bilden. Die Seitenkette besitzt sicher den Komplex 


CH; 7 
—CH-CH,+CH,-COOH , 


das haben die Untersuchungen von Windaus sehr wahr- 
scheinlich gemacht und wir haben es mittlerweile scharf be- 
wiesen.’) Als Haftstelle fiir die Seitenkette wire von den 
C-Atomen, aus denen sich die Ringe I, IT und III zusammen- 





1) Dariiber wird spiter berichtet werden, 
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setzen, nur C,, und C,, médglich. Nach Priifung der raum- 
lichen Verhaltnisse am Modell halten wir sie mit den hier 
mitgeteilten Befunden fiir schlecht vereinbar, auch die in Dis- 
kussion gezogene Gallensiureformel mit einem an C,, oder C,, 
angefigten Cyclohexanring*) (VJ) stellen wir zuriick gegeniiber 


dem gleichzeitig herangezogenen, hier etwas anders geschriebenen 
Ausdruck VI1?) (fir Cholsaure). 





we CH, 
H CH,—CH, ; 
VI ons |-cHc CH -CH-CH,-CH,-COOH . 
Se CH,—-CH, 
HOH 4H, 











H,°—OH CH-CH, 
HOOC- CH, -H,C-CH-CH, 


An jeder Stelle von Ring IV laBt sich die Seitenkette, 
deren Beschaffenheit tiber die 5 letzten C-Atome hinaus wir 
noch nicht kennen, so anbringen, dab bei den beiden hier be- 
handelten Cyclisierungsvorgingen gegen C, hin spannungsfreie 
Gebilde entstehen. Besonders begiinstigt erscheinen C,, und C,,. 
Naher soll auf diese Verhiltnisse jetzt noch nicht eingegangen 
werden, nachdem sich wenigstens die Méglichkeit einer Er- 


klarung fiir jene Reaktionen ergeben hat. 


Versuche. 


Iso-lithocholsaure (7-Oxycholansaure) C,,H,,0.. 


Die Methode zur Darstellung des Oxy-cholensaure- 
lactons C,,H,,0, aus Desoxycholsiure*) hat sich nicht wesent- 





1) XX. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 134, S. 281 (1924). | 

*) Das tetra-cyclische Ringsystem des perhydrierten ,,Phenan- 
thrindens“ ist am riiumlichen Modell vollkommen spannungsfrei. 

%) Diese Zs. Bd. 98, S. 64 (1916). i eee 
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lich verbessern lassen. Immerhin erreicht man eine kleine 
Steigerung der Ausbeute, wenn man die ersten Petrolather- 
Mutterlaugen, aus denen das Hauptprodukt der Reaktion, die 
Choladiensiure, auskrystallisiert ist, nach Zugabe von Ather 
mit 2n-NaOH erschipfend ausschiittelt. Der neutrale Riick- 
stand krystallisiert leicht und gibt nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol reines Lacton vom Schmelzp. 217°. 

Die Hydrierung ist in der XXII. Mitteilung beschrieben. 
Oxy-cholansaurelacton krystallisiert aus heiBem Lisessig (1 : 50) 
in kurzen Prismen oder derben SpieBen vom Schmelzp. 236° 
(a, a O. mit 232° angegeben). 

Zur Aufspaltung des gesittigten Lactons wurden 1,6 g 
mit der Lésung von 1 g KOH in wenig Wasser und 80 ccm 
Alkohol 1 Stunde unter RiickfluB gebracht. Eine Probe der 
Lésung wird jetzt durch Wasserzusatz nicht mehr getriibt. 
Der Alkohol wurde zu */, abgedampft, die Liésung mit dem 
doppelten Volumen Wasser versetzt und mit Ather aus- 
geschiittelt. Nachdem der geléste Ather aus der alkalischen 
Lésung entfernt war, siuerte man mit verdiinnter Salzsaiure 
an und saugte die farblose, flockige Fallung nach einigem 
Stehen ab. Die getrocknete Saure 148t sich aus 80°/,igem 
Alkohol umkrystallisieren, kommt aber beim Erkalten der 
Lésung leicht dlig heraus, um dann allerdings beim Reiben 
krystallin zu werden. Man vermeidet dies durch Animpfen 
der noch warmen Fiissigkeit. 


Iso-lithocholsiure bildet glitzernde prismatische Nadeln. 
Schmelzp. 90—95° unter schwacher Gasentwicklung. Zur 
Analyse wurde die Reinigung 3mal wiederholt. Die neue 
Oxy-cholansiure halt, ebenso wie Cholsiare und besonders 
Desoxycholsiure, Lisungsmittel fest gebunden. Sie laBt sich 
auch durch wochenlanges Aufbewahren im Vakuum _ iiber 
Schwefelsiure nicht véllig von Krystall—Alkohol befreien. Dies 
gelang erst im Vakuum bei 100° 

 0,1702 g Substanz gaben 0,4778 g CO,, 0,1666 g H,O. 
06,2001 g »  brauchten 5,35 cem n/10-NaOH ‘in Alkohol). 


C..H,,0, (876) Ber. C 76,59 H 10,64 Aguivalent 376 
, Gef. ” 16,50 ” 10,95 ” 374 
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Die Farbreaktion mit Essigsiiureanhydrid—Schwefelsiure 
ist gelb und nicht charakteristisch. Die Alkalisalze sind wie 
die der Lithocholséure in Wasser schwer léslich. 


Methylester. 0,3 g Saéure in 3 cem absolutem Methylalkohol ge- 
lést, werden mit Salzsiiuregas gesittigt. Der Ester krystallisiert aus 
und wird aus Alkohol zu schénen prismatischen Nadeln —e 
Schmelzp. 119—120°. 


5,285 mg Substanz gaben 14,780 mg CO,, 5,060 mg H,0. 


C,;H,,0, (390) —_ Ber. © 76,92 H 10,77 
Gef. ,, 77,01 » 10,80 


Athylester. Darstellung ebenso; der Ester krystallisiert auch 
schon beim Einleiten von HCl aus. Avs Alkohol durchsichtige, flache 
Prismen vom Schmelzp. 136°. : 


Uberfihrung von Iso-lithocholsdure in ihr Lacton. 


0,5 g Iso-lithocholsiure: wurden im Vakuum von 2 mm 
destilliert. Da die Schmelze bei 220° Badtemperatur heftig 
zu stoBen beginnt, muB vorsichtig erhitzt werden. Man hielt 
1/, Stunde lang bei 220° und ging dann langsam hoher. Bei 
270—275° destillierte ein schnell zum farblosen Glas erstarren- 
des Ol iiber. Die Gewichtsabnahme des vorher gewogenen 
Kélbchens betrug 0,03 g, wabrend sich fir den Verlust von 
1 Mol H,O 0,024 g berechnen. 

Das Destillat wurde mit Ather herausgelést, die Ather- 
lésung schiittelte man mit n/1-NaOH aus, wobei ein schwer 
lésliches Natriumsalz abgeschieden wurde. Dies gehért der 
als Hauptprodukt entstandenen, mit dem Lacton isomeren 
Cholens&aure an, die nicht herausgearbeitet wurde. 

Die entsiuerte Atherlésung hinterlieB nach dem Weg- 
dampfen des Lisungsmittels einen farblosen krystallisierten 
Riickstand, der nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 
236° schmolz und durch Mischprobe mit TDarphclensiare- 
lacton identifiziert wurde. 

Bemerkenswert ist der verhiltnismaBig hohe Betrag an 
Lacton, das aus Iso-lithocholsiure: entsteht. Es wire aus- 
geschlossen, aus 0,5 g Desoxycholsiure eine greifbare Menge 
des ungesittigten Lactons zu isolieren. Die im Ring I der 
Desoxycholsiure wohl zuerst gebildete Doppelbindung ver- 
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schiebt offenbar die raumliche Lage von Ring II gegeniiber 
der Carboxylgruppe zu ungunsten des Lacton-Ringschlusses. 


Oxydation der Iso-lithocholsdure zur 1-Keto- 
cholansaure. 


0,1 g der Saiure wurde, in 2 com Hisessig gelést, mit der 
Lésung von 0,6 g CrO, in ein paar Tropfen Wasser + 1 ccm 
Eisessig tropfenweise unter Einhaltung der Raumtemperatur 
versetzt. Nach einiger Zeit begannen farblose Krystalle sich 
abzuscheiden, deren Menge sich vermehrte, als man nach Ver- 
lauf von 2 Stunden die iiberschiissige Chromsiure mit wenig 
wiBriger schwefliger Siure zerstérte und noch 10 com Wasser 
hinzufigte. Das Produkt wurde aus Eisessig oder Alkohol 
umkrystallisiert und in Gestalt glinzender Blittchen rein ge- 
wonnen. Schmelzp. 186—187°. 

3,850 mg Substanz gaben 10,870 mg CO,, 3,490 mg H,O (Fri. 
KE. Thaler). 

C,,H,,0, (374) Ber. C 17,01 H 10,16 
Get (Te 8 §=4 ae 

Die Séiure war in jeder Hinsicht identisch mit 7-Keto- 
cholansiure, was der Mischschmelzpunkt mit einem Kontroll- 
praiparat bestitigte. 


Die thermische Zersetzung der 7-Ketocholansiure. 
(Bearbeitet von Volker Wiedersheim.) 


Die Darstellung der in der Uberschrift genannten Saure 
durch partielle Reduktion nach Clemmensen mit amalgamiertem 
Zink gelingt nicht immer nach der angegebenen Vorschrift, da 
der ProzeB leicht diese Stufe iiberschreitet. Wenn man 
nicht mit Quecksilber behandeltes Zink verwendet, ist dagegen 
die Monoketosiure bequem zu erhalten. | 

5 g Dehydro-desoxycholsiure werden in 60 ccm Alkohol 
gelést, dazu gibt man 50 g Zink in etwa 3 cm langen diinnen 
Stangen und zu Anfang 20—30 ccm konzentrierte Salzsiure. 
Das Ganze erhitzt man auf dem Wasserbad zum Sieden, zweck- 
maBig in einem mit eingeschliffenem Kthler versehenen Kolben; 
wenn die Wasserstoffentwicklung nachlaSt, figt man in An- 
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teilen weitere 120 ccm Salzsiure hinzu, etwa je 10 ccm pro 
Stunde, so daB die ganze Operation 15 Stunden dauert. Der 
gebildete Keto-cholanester krystallisiert aus der kalten Liésung 
aus; man fiigt Wasser zu, athert erschépfend aus, entsduert 
mit Soda, und gewinnt nach dem Trocknen mit CaCl, und 
nachfolgendem Kindampfen den Ester in schénen Krystallen. 
Er wird durch Digerieren mit Alkohol isoliert und leicht 
rein erhalten, 4,7 g. Die weitere Darstellung der Siaure ist 
a, a. Q. schon beschrieben. 


Zur Zersetzung werden 2g der reinen Saiure (Schmelz- 
punkt 187°) in einem kleinen Schwertkolben unter CO, im 
Salpeterbad langsam auf 300° und dann auf 320—330° erhitzt 
und 7 Stunden lang auf dieser Temperatur gehalten. Im An- 
satz kondensieren sich erst Wassertropfen und allmahlich geht 
etwa die Hailfte der angewandten Siure als hellgelb gefirbtes 
Ol tiber. Zum SchluB setzt man vorsichtig Vakuum an und 
destilliert innerhalb +/, Stunde den Rest iiber. Im Kolben 
bleiben geringe Mengen dunklen Riickstandes, den man mit 
Chloroform herauslést. Das Destillat wird in Ather auf- 
genommen und die Atherlésung erschiépfend mit Natronlauge 
ausgeschiittelt, Unverinderte Ketosiure kommt als schwer 
lésliches Natriumsalz zur Abscheidung. Der Riickstand, der 
im Ather bleibt, krystallisiert sofort beim Anreiben mit Alkohol. 
Durch Absaugen erhilt man 0,65 g des Kohlenwasserstoffs 
vom unscharfen Schmelzp. 100°. Das sind 39°/, der Theorie, 
und wenn die zuriickgewinnbare Ketosiure in Rechnung ge- 
zogen wird, diirfte die Ausbeute nahe an 50 °/, herankommen. Zur 
Reinigung wird aus Alkohol oder EHisessig, worin der Kohlen- 
wasserstoff schwer léslich ist, umkrystallisiert, bis der Schmelz- 
punkt 117° erreicht ist. 


Mikroanalyse (Dr. Harry Meyer): 3,307 mg Substanz gaben 
10,73 mg CO,,349 mg H,O. 


CrsHy (812) Ber. C 88,46 H 11,54 
—— Gef. , 88,49 » 11,81 | 
Prichtige breite Nadeln, leicht léslich in Ather, Essig- 
ester, Benzol, Petrolither. Gegen Brom und Permanganat 











verhilt sich die Substanz stark ungesittigt, das bei der- 
katalytischen Hydrierung entstehende ©] ist noch nicht 
untersucht. 


Thermische Zersetzung der Dehydro-desoxycholsaure. 


Beim langsamen Erhitzen der Siure unter 12mm Druck 
ging bei 340° ein hellgelbes Destillat iber. Der Atherlésung 
wurde durch Lauge auch hier unzersetzte Diketosiure ent- 
zogen, der neutrale Anteil krystallisierte und wurde aus heiBem 
Alkohol gereinigt. Schmelzp. 103°. Die Substanz ist un- 
verseifbar, gegen Permanganat ungesittigt und ihrer Ent- 
stehungsweise und ihrem Verhalten nach das ungesittigte Keton 
C,3H,,0. Die Ausbeute daran ist sehragering, < 0,05 °/,. 
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Uber ,,H&mochromogenreaktionen“ an Hefe und Pflanzen- | 
samen, Oxydasereaktionen und Blutnachweis. 


Von 


0. Schumm. 


~ 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Eppendorf, 
» Universitit Hamburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8, Oktober 19265.) 








Von G. Gola?) sind in vielen héheren und niederen 
Pflanzen organische Eisenverbindungen aufgefunden worden, 
die gleich dem Himatin das Eisen in fester Bindung ent- 
hielten und bei der Reduktion Pyrrolderivate lieferten. Gola 
beschreibt ferner, daB frische Pflanzenteile auch nach dem 
Aufkochen Peroxydasewirkung zeigten. 

Von H. Fischer und seinen Mitarbeitern sind spiter 
Untersuchungen iiber das Vorkommen von Porphyrinen und 
deren Metallkomplexverbindungen ausgefiihrt worden, auf 
Grund derer H. Fischer und J. Hilger es fiir das Wahr- 
scheinlichste erklirten, ,daS die Hefe bereits Hamoglobin 
besitze“.2) In einer spateren Mitteilung*) geben Fischer und 
Fink an, daB sie aus Brauereihefe einen Kérper haben ab- 
scheiden kénnen, der das Haminspektrum gegeben habe; die 
weitere Untersuchung habe einwandfrei ergeben, daB in Hefe 
auBer Koproporphyrin und Kammerers Porphyrin auch Eisen- 





1) G. Gola, Uber das Vorkommen himatoiden Eisens in den 
Pflanzen, Atti R. Accad. dei Lincei Roma, 1915, 1919. Zit. nach Chem. 
Zentralbl. 1922, I, 8. 415, 

*) 8. Fisther u. J. Hilger, Uber Blutfarbstoff in der Hefe, Nach- 
weis von Porphyrin in Pflanzen. Diese Zs. Bd. 188, 8. 290 (1924). 

*’) H. Fischer u..H. Fink, Uber Koproporphyrinsynthese durch 
Hefe und ihre Beeinflussung. Diese Zs. Bd. 140, S. 57 (1924). 
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komplexsalz vorhanden sein miisse. In besonderen Ziichtungs- 
versuchen erzielten sie Ergebnisse, aus denen sie schlossen, 
daB die Hefezellen die Synthese des Koproporphyrins durch- 
zufthren vermégen. Kimmerers Porphyrin fanden sie hier- 
bei nicht und schlossen, daB das von ihnen friiher in der 
»sommer-Brauereihefe“ gefundene Kimmerersche Porphyrin 
sehr wahrscheinlich auf Verunreinigung der Hefe mit tierischem 
Material zuriickzufiihren sei und schreiben?): ,,Demgem&8 kann 
auch die in der 8. Mitteilung iiber Porphyrine aufgestellte 
Behauptung vom Dualismus des Blutfarbstoffs in der Hefe 
nicht aufrechterhalten werden.“ 

Nach ihrer letzten Mitteilung?) scheinen sie nunmehr an- 
zunehmen, da® die Hefe nur zur Synthese des Koproporphyrins, 
nicht aber des zugehérigen Eisenkomplexsalzes (= ,,Kopro- 
himatin“) befaihigt sei, und daB ein Befund von Hamin bzw. 
des ihm entsprechenden Porphyrins auf eine tierische Ver- 
unreinigung zuriickzufiihren sei.*) 

In einer jiingst erschienenen Abhandlung hat nun D. Kei- 
lin*) itiber zahlreiche Beobachtungen berichtet, durch die er 
zu der Ansicht gekommen ist, da8 ,,Backerhefe“ (Brauereihefe 
in geringerer Menge) ein Gemisch respiratorischer Farb- 
stoffe enthalte, das er unter dem Namen ,Cytochrom“ zu- 
sammenfaBt, und das wohl im wesentlichen identisch ist mit 
einem Farbstoffgemisch, das sein Entdecker Mac Munn be- 
sonders gut in Taubenfleisch beobachten konnte und Myo- 
himatin genannt hat. Ein daraus entstandenes Umwandlungs- 
produkt mit eigentiimlichem Spektrum hat Mac Munn als 
-,modifiziertes Myohimatin“ bezeichnet. K. weist auf Unter- 
suchungen von Anson und Mirsky hin, die als prosthetische 
Gruppe im Cytochrom einen mit dem Hiamatin iden- 





1) A.a.a. Bd. 140, S. 60, Fu8note. 

2) H. Fischer u. H. Fink, Uber Koproporphyrinsynthese durch 
Hefe und ihre Beeinflussung. IJ. Diese Zs. Bd. 144, S. 108 (1925). 

8) Nach einem weiteren Ausspruch von H. Fischer (,,Strahlen- 
therapie“, Bd. XVIII, 1924) soll dieses zweifellos infolge der Ver- 
unreinigung der Bierwiirze mit Fliegen entstehen. 

*) D. Keilin, On Cytochrome, a Respiratory Pigment, Common to 
Animals, Yeast and Higher Plants, Proc. of the Roy. Soc. Vol. 98 (1925). 
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tischen Kisen-Pyrrolkomplex glauben annehmen zu 
dirfen. Er ist der Ansicht, daB das von H. Fischer in der 
Hefe gefundene Porphyrin erst nachtriglich aus dem darin 
enthaltenen Cytochrom entstanden sei. K. hat das Cytochrom 
auch in verschiedenen Pflanzenteilen, ferner bei Insekten und 
anderen niederen Tieren gefunden. 

Die SchluBfolgerungen einerseits von H. Fischer, salar. 
seits von Keilin sowie von Anson und Mirsky stehen dem- 
nach in einem starken Gegensaiz, Bei der groBen Tragweite 
von Keilins Befunden erschien mir eine Nachprifung der 
beiderseitigen Angaben und Erweiterung der Befunde unter be- 
sonderer Beriicksichtigung folgender Fragen geboten'): 1. Kann 
die Sicherheit von bestimmten indirekten chemischen und 
chemisch-spektroskopischen Blutproben, die in forensischen und 
klinischen Fallen angewendet werden, durch die von Gola und 
Keilin aufgedeckten Verhaltnisse irgendwie beeintrachtigt 
werden? 2. Ist das Cytochrom ein physiologischer Bestand- 
teil von Pflanzenzellen, Hefe usw.? 3. Enthalt es Hamatin— 
Himochromogen oder gar Himoglobin? 4. In welcher Beziehung 
steht es zu dem von Mac Munn entdeckten ,,Myohimatin“ 
und ,modifizierten Myohamatin“ ? 

Nachdem die unten beschriebenen Versuche schon gréBten- 
teils durchgefiihrt waren, erhielt ich Kenntnis yon der von 
Anson und Mirsky?) veréffentlichten 2. Abhandlung, in der 
u. a. auch iiber Beobachtungen an Pyridinextrakten von Hefe 
berichtet und behauptet wird, daB der im Blutfarbstoff ent- 
haltene Eisen-Pyrrolkomplex, von ihnen Him genannt, in 
allen Organismen enthalten sei. 


I. he 
Die erste der aufgeworfenen Fragen mu8 nach meinen 
Versuchsergebnissen grundsatzlich bejaht werden. Aus Hefe 
und verschiedenen Pflanzensamen kénnen schon bei der Ver- 





1) Erste Mitteilung dariiber im Nachtrag zu meiner Abhandlung 
iiber den Muskelfarbstoff und Mae Munns Myohimatin. Diese Zs. 


Bd. 149, 8. 145 (1925). 
*) Ansonu. Mirsky, Uber Him in der isco Chen. Zbl. Nr. 18, 


vom 30. September 1925. 
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arbeitung kleinerer Mengen Ausziige erhalten werden, die bei 
der Priifung mit einigen hiufig angewandten, hochempfindlichen 
»Dlutproben“, z. B. der Benzidinreaktion und der Pyridin- 
Hamochromogenreaktion, deutlich positiven Ausfall zeigen. In- 
wieweit dadurch bei der sog. praktischen Anwendung der 
Blutproben Fehlurteile zustande kommen kénnen, la8t sich 
nicht allgemein voraussagen, sondern nur von Fall zu Fall 
entscheiden. Jeder Gutachter wird aber die Tatsache beriick- 
sichtigen miissen, da8 Blutproben, die an Untersuchungs- 
material unbekannter Herkunft und Zusammensetzung mit 
hochempfindlichen Oxydasereaktionen, z. B. mit der Benzidin- 
probe, oder aber mit Hilfe der Pyridinprobe — und 4hnlich 
empfindlichen Hiimochromogenreaktionen — erhalten worden 
sind, nicht mit dem bisher meistens angenommenen Grade 
von Sicherheit auf Blutanwesenheit bezogen werden diirfen. 
Beziiglich der Benzidin- und ihnlicher Reaktionen gilt das 
auch fiir den Fall, daB das Material zur Zerstérung so- 
genannter Oxydationsfermente zuvor gekocht war. Ebenso 
schiitzt die Priifung am gewaschenen Hisessig—Atherextrakt 
nicht vor Irrtiimern. — Im Laufe der Jahre ist von zuverlissigen 
Untersuchern wiederholt beobachtet worden, daB in Faeces von 
gesunden Menschen bei Ausfiihrung der Benzidinblutprobe am 
Essigsiure—Atherextrakt positive Reaktionen erhalten 
werden kiénnen unter Verhiltnissen, bei denen ein Gehalt der 
Faeces an Spuren Himatin nicht erklirlich erschien. Da 
durchweg angenommen wurde, da in den als Nahrung iiblichen 
Vegetabilien himatinartige Stoffe als Zell- oder Gewebs- 
bestandteile nicht vorhanden seien, ist eine solche Fehler- 
quelle im allgemeinen kaum ernstlich in Betracht gezogen 
worden, Nach obigem muf man mit ihr rechnen. 


Versuche. 


I. Verschiedene Sorten frischer Brennereihefe und Brauerei- 
hefe (unmittelbar aus der Fabrik bezogen) wurden bei 15° mit 
Hisessig ausgezegen; die Ausziige gaben stark positive Reaktion 
mit einem Gemisch aus Benzidin—Kisessiglésung und Wasser- 
stoffperoxyd. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CL. 19 
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il. Dieselben Hefen mit Kisessig ausgekocht: am Auszug 
dasselbe Ergebnis. 


III. Die Hefen mit Hisessig und Ather extrahiert, Auszug, 
mehrmals gewaschen, gab positive Benzidinreaktion. 


IV. Dieselben Hefen mit Hisessig und Chloroform extra- 
hiert, Ausziige, wiederholt gewaschen, gaben pene Benzidin- 
reaktion. 

V. Derselbe Versuch; die gewaschenen Ausziige aber ver- 
dampft: die Rickstinde, in Hisessig gelst, gaben stark positive 
Benzidinreaktion. 

VI. Dieselben Versuche wurden an frinchen. von der 
Schale befreiten weiBen Bohnen ausgefiihrt. Auch hier wurden 
positive Benzidinreaktionen erhalten, ebenfalls wenn die fein- 
zerkleinerten Bohnen vor der Extraktion mit Wasser auf- 
gekocht waren. 

VII. Frische geschilte Walniisse ergaben dasselbe wie 
Hefe, nur war die Reaktion schwicher. Ohne Zusatz von 
Wasserstofiperoxyd wurden positive Reaktionen nicht er- 
halten. 

VIII. Meerrettich ergab bei obiger Behandlung ebenfalls 
positive Reaktion. 

Wegen der Pyridinprobe vgl. man die Abschnitte II und 
III, IV. 


Ii. 


Keilin hat die Anwesenheit von Cytochrom in Pflanzen 
(auch Hefe) nicht nur mittelbar durch Priifung von Ausziigen, 
sondern in erster Linie durch Spektroskopie der Gewebe und 
Zellen selbst festgestellt. Seine sehr bestimmten Angaben iiber 
die Art der Spektren lassen irgendwelchen Zweifel an der 
Richtigkeit seiner Beobachtungen keinen Raum. Bei einer 
Nachpriifung konnte es sich demnach in der Hauptsache nur 
darum handeln, durch eigene Versuche Unterlagen fiir eine 
Schitzung der in den Pflanzen vorhandenen Menge jenes Farb- 
stoffgemisches zu gewinnen, um daraufhin zu der Frage Stellung 
nehmen zu kénnen, ob es sich durchweg um einen normalen 
Bestandteil der pflanzlichen Gewebe handelt, oder um eine 
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Folge der Verunreinigung durch tierisches Material, wie es 
H. Fischer und Fink beziiglich des von ersterem in Hefe 
gefundenen Kaimmererschen Porphyrins (= eisenfreies «a- 
-Himatin) annehmen. 

Man kann sich nun leicht davon iiberzeugen, daB a) wenig- 
stens bestimmte Pflanzenteile offenbar regelmaBig einen Ge- 


halt an Cytochrom aufweisen, der nicht durch eine Ver-— 


unreinigung erklirt werden kann, oder dessen Herkunft aus 
tierischem Material heute wenigstens nicht beweisbar erscheint; 
b) Brennerei-PreBhefe einerseits schon in +/,—1 mm dicker 
Schicht in einem einfachen Handspektroskop das ,,Cytochrom- 
Spektrum“ erzeugt, andererseits die Pyridin-Hamochromogen- 
probe in 4hniicher Starke liefert wie eine 0,1 °/,ige Lésung 
normalen menschlichen Blutes; c) Pyridinextrakte von Hefe 
(auch stark gewaschener) und Pflanzensamen (s. u.) dasselbe 
Hamochromogenspektrum liefern. Beobachtungen, die die 
Richtigkeit der Ansicht Keilins in Frage stellen kénnten, 
habe ich bei meinen Untersuchungen nicht gemacht, halte 
es vielmehr fiir erwiesen, da®B der Korper, der die Pyridin- 
Hamochromogenprobe liefert, ein normaler Bestandteil der 
untersuchten pflanzlichen Organismen ist. Welchen Zwecken 
er dient, lasse ich einstweilen unerértert und verweise dieser- 
halb auf die Ausfiihrungen Keilins und die Fachliteratur tiber 
Peroxydasen- und Eisengehalt in Pflanzen. 


Versuche. 


Zur Methodik der Untersuchungen sei besonders erwahnt, 
daB man das von Keilin beschriebene Spektrum mit allgemein 
-gaginglichen Untersuchungsgeriten beobachten kann. Den 
Hauptabsorptionsstreifen auf 549—550 (= Streifen I des Myo- 
chromogens nach Verf.'), bzw. des ,,modifizierten Myohimatins“ 
nach Mac Munn, = Streifen c des Cytochroms von Keilin) 
kann man in einer ungefihr 1 mm dicken Schicht frischer 
Hefe bei Benutzung einer gentigend starken Lichtquelle (z. B. 





a. a. O. 
19* 


1) Uber den Muskelfarbstoff und das Myohimatin, diese Zs., 
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Osramlampe) schon mit einem MHandspektroskop sehen. 
Empfehlenswert ist folgende Anordnung: Mikroskop mit A bbé- 
schem Beleuchtungsapparat, schwaches Objektiv, z. B. Zeiss 8 
oder A, Okular 5fach, Beleuchtung mit Osramlampe wie an- 
gegeben, Objekt: frische Hefe in ungefihr 1 mm dicker Schicht 
zwischen zwei Objekttragern; auf das Okular gesetzt*): ein 
geradsichtiges Handspektroskop; zur Beleuchtung der Wellen- 
ingenskala spiegelt man (in Ermangelung eines Spiegels mit 
einem Blatt Stanniol) Licht in das Skalenrohr. Bei passender 
Einstellung kann man die Hauptstreifen des von Keilin 
Cytochrom genannten Farbstoffgemisches erkennen: den Streifen 
im Ret und die beiden eng benachbarten Streifen im Griin 
angenihert 563 und 550), die so auch leidlich genau meBbar 
sind. In vielen Fallen erzielte ich sehr giinstige Beobachtungs- 
bedingungen dadurch, daB ich ein */,—/, ccm groBes Stiick 
Hefe mit einem Tropfen Glycerin benetzte und zu einer 1 bis 
2mm dicken Schicht zusammendriickte. Diese Versuche ge- 
langen bei allen gepriiften Sorten PreBhefe.”) Um die Erschei- 
nung zu zeigen, ist die Benutzung des —— 
von Abbé nicht erforderlich. 

Zur Extraktion mit Pyridin geniigt es, die Hefe im 
Reagensglas mit der 4—5fachen Menge Pyridin zu verreiben; 
gleich danach wird filtriert und spektroskopisch gepriift. Aus 
vielen Proben kiuflicher frischer Brennereihefe, die von ver- 
schiedenen F'abriken stammten, habe ich so ausnahmslos Aus- 
ziige erhalten, die deutlich das bekannte Pyridin-Haimochro-— 
mogenspektrum (wie bei einer mit Hydrazinhydrat versetzten 
Lésung von #-Himatin in Pyridin) mit scharf begrenztem 
Streifen 1 auf 557—558, einem schwicheren Streifen II auf 
angenihert 527 und auSerdem in wechselnder Starke einem 
maBig breiten Streifen auf angenahert 587 gaben. Anson 
und Mirsky haben die gleiche Beobachtung gemacht und er- 
klaren die Erscheinung durch die Anwesenheit eines Gemisches 





1) Ein recht geeigneter Halter zum Befestigen des Spektroskops 
ist bei C. Zeiss, Jena, erhiltlich. 

*) Man kann die Hefe in dieser Weise auch nach Trinken mit 
wenig Pyridin oder anderen Reagentien spektroskopieren. 








yon echtem Hamochromogen und einem andersartigen ,,Hamo- 
chromogen“. Nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat zeigen 
die auf das echte Himochromogen bezogenen Absorptions- 
streifen zunichst kaum eine Anderung; Streifen I behalt seinen 
Ort bei. Allmiahlich verindert sich das Absorptionsbild, was 
auch Anson und Mirsky angeben. 

Auch bei Beriicksichtigung der hohen Empfindlichkeit der 
Pyridinprobe lieS die sehr deutliche Reaktion der Extrakte 
kleiner Hefemengen von vornherein auf recht beachtliche 
Mengen des fraglichen Haémochromogens schliefer. Kine vor- 
laufig nur roh ausgefiihrte Schitzung ergab, daB die Starke 
der Reaktion, auf die Hefemasse selbst berechnet, derjenigen 
’bnlich war, die man von einer ungefahr 0,1°/,igen Lésung 
normalen menschlichen Blutes erhilt. 

In zahlreichen Versuchen an frischen, enthiuteten, im 
Porzellanmorser zerstoBenen weiBen Bohnen, Walniissen, Hasel- 
niissen, Kastanien!) wurden bei der Extraktion mit Pyridin aus- 
nahmslos gleichsinnig positive Befunde erhalten. Der Ver- 
such gelang auch an flachen Schnitten frischer Bohnen, die 
nach dem Befeuchten mit Pyridin einige Zeit gelegen hatten. — 
Der Streifen I des Pyridin-Himochromogenspektrums wurde 
stets auf etwa 557—558 gefunden. Der die Reaktion ver- 
ursachende Stoff ist ein physiologischer Gewebs- 
bestandteil. 

Ill. und IY. 

Da die zur endgiiltigen Entscheidung der Fragen _,,3 
und ,,4“ erforderlichen Untersuchungen noch nicht abgeschlossen 
sind, kénnen sie einstweilen nur teilweise und unter Vorbehalt 
beantwortet werden. 

Die wahren Blutfarbstoffspektra (Oxyhimoglobin-, Mei- 
hamoglobin-, Himoglobinspektrum) habe ich bislang an Aus- 
ziigen aus Hefe oder Pflanzensamen noch nicht erhalten kénnen, 
setze die Versuche aber fort, Bei der Extraktion mit Hisessig 
und Chloroform usw. habe ich dagegen einen Farbstoff ge- 
wonnen, der bei den bisher daran angestellten Proben einen 





1) Von allen genannten Friichten wurden Lieferungen aus ver- 
schiedenen Gegenden mit dem gleichen Ergebnis gepriift. 
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Unterschied vom Himatin nicht mit Sicherheit hat erkennen 
lassen. Die Priifung erstreckte sich auf das Verhalten gegen 
Pyridin und Hydrazinhydrat, gegen Benzidin und Wasserstoft- 
peroxyd, sowie gegen Hydrazinhydrat und Hisessig we ocovants 
bildung). 

Aufschlu8 iiber das Verhiltnis von Cytochrom zu Mac 
Munns Myohimatin erwartete ich u. a. von Autolyseversuchen. 
Ich habe sie (an Hefe) teils nach dem Vorgang von Struve- 
Mac Munn unter Ather ausgeftihrt'), teils bei 837° oder 50° 
ohne Zusatz eines Antiseptikums. Nach dem Ergebnis dieser 
Versuche kann nicht daran gezweifelt werden, daB in der Hefe 
als ,,Quelle“ des von mir so genannten Myochromogens (s. u., 
= Mac Munns modifiziertem Myohiimatin) ein K6rper (an- 
scheinend Farbstoffgemisch) vorhanden. ist, dessen Anwesenheit 
in Muskeln verschiedener Tiere von Mac Munn behauptet, 
neuerdings (an Insekten) von Keilin iiberzeugend erwiesen, 
und von mir kiirzlich bestatigt ist.?) Auch die Befunde bei den 
Autolyseversuchen an Hefe stimmen demnach gut zu den Ansichten 
Keilins. Von Bedeutung ist ferner die Feststellung, 
daB bei der Cyan-Himochromogenprobe Hefeautolysat 
und Fleischfaulsaft (mit starkem Myochromogengehalt) 
dieselbe Cyan-Myochromogenreaktion gaben. 


- Versuche. 


I. Kisessig—Chloroformextrakte (in einigen Fallen auch 
Kisessig—Atherextrakte) aus frischer Hefe, wiederholt gewaschen, 
verdampft. Riickstand geprift mit Pyridin und Hydrazin- 
hydrat: Haimochromogenspektrum, I. 5571/,. Teile des Riick- 
standes, nach Papendiek und Bonath mit Hydrazinhydrat— 
Hisessig*) bei 15—20° behandelt, ergaben Porphyrin, dessen 
Lisung in essigs’urehaltigem Ather und 25°/,iger Salzsiure 





1) C. A. Mac Munn, Farther observations on myohaematin and 
the histohaematins. Jl. of Physiol. Bd. 8, S. 51 (1887). 

*) 0.Schumm, Uber den Muskelfarbstoff und Mac Munns Myo- 
himatin. Diese Zs., a. a. O. 

8) Uber Porpkysine aus Blut, diese Zs. Bd. 144, 8, 60 (1925), 
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angenihert die fir o-Himatoporphyroidin') stimmenden Werte 
zeigten. : 

II. An Walniissen und Bohnen wurde etwa das gleiche 
Ergebnis erzielt; Kartoffeln und Zuckerriiben verhalten sich 
anscheinend ebenso.’) 


Ill. Eisessig—Chloroformausziige aus geschalten Kastanien 
und aus Meerrettich ergaben in betrichtlicher Menge einen 
Farbstoff, der die Pyridin—Hamochromogenreaktion gab (I. 557*/, 
bis 558). | 

IV. Brennereihefe mit Wasser zum Brei angeriihrt, mit 
Ather iibergossen, nach griindlichem Durchschiitteln einige 
Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen und die unten- 
stehende F'liissigkeit (,,Hefesaft“) abgetrennt. Der sauer reagie- 
rende Hefesaft gab stark die Myochromogenreaktion und zeigte 
nach Zusatz von ungefahr gleichviel Kalilauge nach kurzem 
Stehen (bei Zusatz von Kalilauge und Hydrazinhydrat sogleich) 
das Doppelspektrum von Myochromogen und einem zweiten, 
wohl ebenfalls himochromogenartigen K6érper: starker Streifen 
auf etwa 550 mit rotwirts anliegendem Vorschatten, dessen 
Mitte auf ungefahr 558 lag.*) 


Wurde der Hefesaft mit wenig Ferricyankaliumlésung 
versetzt, so verschwand das Spektrum; nachtraglicher Zusatz 
von Hydrazinhydrat rief es sogleich wieder hervor. Diese Ver- 


suche sind an mehreren Sendungen Hefe mit dem gleichen 


Ergebnis durchgefiihrt worden. Wiederholt wurde an der- 
artigen Hefesiften, die stark das Myochromogenspektrum zeigten, 
beobachtet, da8 es nach dem Durchschiitteln mit Kalilauge 
-verschwand, bei ruhigem Stehen der Mischung aber allm&hlich 
wieder auftrat. Wurden solche Hefesifte mit etwas konzen- 
trierter Cyan-Natriumlésung und Kalilauge versetzt, so ver- 
schob sich der Myochromogenstreifen um ungefahr 5 uy» nach 
Rot, also nach etwa 555 (Cyan-Myochromogerreaktion). 





1) Diese Zs. Bd. 139, S. 219 (1924). 
*) Die Versuche werden zurzeit in bedeutend gréBerem Umfange 
wiederholt, teilweise auch an Malz. 
*) A. a. O., Uber den Muskelfarbstoff, Nachtrag, a. a. O. 
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V. Ein mit einer Mischung aus Kalilauge und starker Cyan- 
Natriumlésung hergestellter Auszug aus stark gewaschener 
Brennereihefe gab nach Zusatz von Hydrazinhydrat oder 
Schwefelammonium ebenfalls sehr stark den Streifen auf etwa 
555. Eine mit Kalilauge und Cyan-Natrium versetzte rohe 
Myochromogenlésung aus (wochenlang der Selbstzersetzung 
iiberlassenem) Fleisch gab dieselbe Cyan-Myochromogen- 
reaktion. 





Dem Japanausschu8 der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danke ich ergebenst fiir die mir zur Durchfih- 
rung der Untersuchung gewihrte Unterstiitzung. 





'Berichtigung zu Band 149. 


In der Uberschrift zur 6. Mitteilung iiber Umwandlungsprodukte 
der Farbstoffe aus Fleisch und Blut von O. Schumm muB es statt 
,entsprechendes“ heiBen ,,entstehendes“. 














Invertinverminderung in der Hefe. 
Elfte Abhandlung zur Kenntnis des Invertins. 


Von 


Richard Willstiitter und Charles D. Lowry jr. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium de# Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. September 1925.) 


Theoretischer Teil. 


»Wa es maltasefreie Saccharomycesarten gibt, die Maltose 
nicht vergiren kénnen (wie Saccharomyces Marxianus, Hansen 
und §, exiguus, Hansen), und solche, die doch Maltose ver- 
giren, so ist der Unterschied im Fehlen oder Vorhandensein 
der spezifischen Maltose-Zymase zu suchen.“ Zu dieser SchluB- 
folgerung fibrte eine Arbeit von R. Willstatter und 
W. Steibelt*), in der Malzzuckervergirung durch praktisch 
maltasefreie Brennereihefen, naimlich durch Hefe M des Berliner 
Instituts fiir Girungsgewerbe und durch zwei dem Handel 
-entnommene aufgefunden wurde. Sie ,,vergiren die Maltose 
in Zeiten, in denen die Hydrolyse gar keine Rolle spielt*. 
Diese Folgerung wird von H. v. Euler und K. Josephson®%, 
sowie von H. v. Euler und V. Sandberg’) sorgfaltig erértert. 
Ebenso wie lange vor Willstitter und Steibelt schon 
H. vy. Euler und G. Lundeqvist*) bei ihren Beobachtungen 
tiber Malzzuckervergirung durch Hefen mit schwacher Maltase- 





) Diese Zs. Bd. 115, S. 211 und zwar S, 284 (1921). 
*) Diese Zs. Bd, 120, S. 42 (1922). 

*) Fermentforschung Bd. 8, S. 282 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 72, S. 97 (1911). 
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wirkung die Annahme der direkten Biosegérung abgelehnt 
hatten, so suchen Euler und seine Mitarbeiter von neuem die 
Erklarung fiir die angefiihrte Erscheinung eher in der Un- 
volikommenheit der Ermittlung von Maltase. Dieses Enzym 
soll in seinem Verhalten zwischen der Saccharase und den 
eigentlichen Girungsenzymen stehen. Die Moéglichkeit sei 
daher in Betracht zu ziehen, dab die Maltase in ihrem ge- 
bundenen Zustand wie die Enzyme des Zymasekomplexes 
durch die bei der Bestimmung angewandten Zellgifte inaktiviert 
werde. Es ist die Aufgabe einer demnichst zu verdffent- 
lichenden Untersuchung von R. Willstatter und E. Bamann, 
die Zuverlissigkeit der Maltasebestimmung zu erharten und 
die direkte Maltosegirung noch deutlicher nachzuweisen. 
Direkte Vergirung des Rohrzuckers ist noch nicht fest- 
gestellt worden. Es gibt invertinfreie Saccharomycesarten, die 
Saccharose nicht vergiren (wie S. apiculatus Reess, S. unisporus 
Jérgensen, S. Rouxi Boutroux, 8. mali Duclauxi Kaiser) und 
invertinarme Hefen, die doch Saccharose vergiren. Dem 
typischen Vertreter der letzteren Gruppe, Monilia candida, 
die E. Fischer und P. Lindner?) untersucht haben, reihen 
H. y. Euler und K. Josephson den S. Marxianus an. Das 
Inversionsvermégen des Pilzes ist nach den Bestimmungen 
dieser Forscher rund 100 mal kleiner als bei den untersuchten 
Kulturhefen. Aus dem angegebenen Inv. = 46-107" und der 
Zellenzahl auf 1 g Trockengewicht = 7-109 la4Bt sich mittels 
der von Willstitter, Lowry und Schneider?) aufgestellten 
Briicke der Zeitwert 18000 und die Halbspaltungszeit von 217 
unter den Girbedingungen berechnen. Da die angegebene 
Halbgirzeit bei 30° 550 Min. betrigt, so ist das Inversions- 
vermégen noch zu bedeutend, um eine Analogie zu den maltase- 
freien Hefen von Willstatter und Steibelt zu erweisen. 
Auch in einer griindlichen Untersuchung iiber die Rohrzucker- 
girung in alkalischer Lésung, also unter Bedingungen ver- 
minderter Invertinwirkung, waren H.v. Euler und O. Svan- 





1) Chem. Ber. Bd. 28, S. 3084 (1895). 
®) Diese Zs. Bd. 146, S. 158 (1925), oe 
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berg!) zu dem Schlusse gekommen: ,,Es ergibt sich also, dab 
bei der untersuchten Alkalinitét die Inversion des Rohrzuckers 
gentigend schnell erfolgt, um zu erméglichen, da$ Rohraucker 
-ebenso rasch vergoren wird als Glucose bzw. Invertzucker.“ 

Der Invertingehalt gewéhnlicher Hefen, von untergiriger 
Brauereihefe und obergiriger Brennereihefe, laBt sich durch 
kurze Kinwirkung verdiinnter Mineralsiuren (0,15 bis 0,3 n-H,SO,) 
oder verdiinnter Alkalilaugen (0,05 bis 0,1 n-NaOH) herabmindern 
und zwar zu ahnlichen Werten (Zeitwert 10000—20000) wie 
dem von Euler und Josephson fir S. Marxianus angegebenen. 
Die Wirkung trifft das Invertin und 148t wichtige Funktionen 
der Hefezelle unberiihrt. Die Garkraft wird nimlich dabei in 
manchen Versuchen gar nicht beeinfluBt, in anderen Proben 
wird die Gargeschwindigkeit um 10—50°/, vermindert. Der 
erzielte Effekt wiirde aber noch nicht geniigen, um eine direkte 
Vergirung des Rohrzuckers zu erweisen, zumal wahrend der 
Vergirung rasch ein gewisses Wiederansteigen des Invertin- 
gehaltes erfolgt. Es ware darum auch wichtig, um das Ver- 
halten des 8S. Marxianus besser beurteilen zu kénnen, zu er- 
mitteln, ob nicht bei diesem Pilze im Verlauf der Garung das 
Inversionsvermégen doch auch erheblich anwichst. Bei der 
maltasefreien Hefe tritt dagegen waihrend der Garung keine 
nennenswerte Maltasebildung ein. 

Unsere Methode, die direkte Vergirung des Rohrzuckers 
aufzudecken, besteht nun in dem Vergleiche der Garung und 


der Spaltung von Rohrzucker durch invertinirmste Hefe in 


saurem Medium und zwar bei einem p,, von ungefahr 2. 
Unter diesen Bedingungen wird die Garung um 80 bis 50°, 
verlangsamt, die Invertinwirkung aber auf nur etwa 6 bis 14°/, 
herabgesetzt. Die Halbspaltungszeit, die bei gewéhnlichen Hefen 
31/, Minuten, bei unserer invertinreichen Hefe z. B. 15 Sekunden 
betragt, ist nun beispielsweise ‘auf 213 bis 465 Minuten an- 
gewachsen. Dabei indert weder die Verarmung der Hefe an 
Invertin (vom Zeitwert 20 bis auf 20000) noch die wesentliche 
-Verschlechterung der Inversionsbedingungen den Garverlauf in 





+) Diese Zs. Bd. 105, S. 187 und zwar S. 210 (1919). 
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irgend erheblicher Weise. Freilich entbehrt bei Hefen von 
sehr geringem und inkonstantem Invertingehalt die Saccharase- 
stimmung leider der Strenge, die ihr in den gewohnlichen Fallen 
eigen ist. Aber auch bei Annahme der fir unsere SchluB- 
folgerung ungiinstigsten Werte zeigt es sich, daB bei der Rohr- 
zuckergarung durch sehr invertinarme Hefen in saurem Medium 
die Garung der Spaltung vorauseilt. 


Versuche bei py = 2 mit sehr invertinarmer Hefe. 


i, 2. _ 4, Beispiel 
Halbspaltungszeit . . 2138 465 305 Min. 
Halbgirzeit . . . . 190 818 226 ,, 


Die Genauigkeit, mit der hier die Bestimmung des Inver- 
sionsvermégens vorgenommen werden konnte, ist wahrscheinlich 
ausreichend gewesen, aber die Unterschiede zwischen den 
Zeiten der Spaltung und der Garung sind, anders als bei den 
maltasefreien Hefen, nicht groB. Bei diesem Vergleich sollte 
noch beriicksichtigt werden, da8 bei der Invertinbestimmung 
hemmend wirkende Spaltungsprodukte zugegen sind, wihrend 
sie im Girversuch beseitigt werden. Die Menge des gebildeten 
und fiir die Garung verfiigbaren Invertzuckers ist indessen gewiB 
im Verhaltnis zum vorhandenen Rohrzucker sehr gering. Es 
ist unbekannt, ob der Zymasekomplex den in der Zelle vor- 
handenen Invertzucker gegenitiber dem in weit gréBerer Menge 
in die Zelle einstrémenden Rohrzucker vorzieht. H.v, Kuler 
und G. Lundeqvist’) haben zu dieser Frage eine bemerkens- 
werte Ansicht geiuBert: ,Fir die Girungsgeschwindigkeit 
kommt nicht sowohl die Konzentration der die Hefe um- 
gebenden Lésung in Betracht, als vielmehr die in den Zellen 
vorhandene Zuckermenge bzw. die Menge der Komplexe Zucker— 
Plasma.“ Es scheint aber in den angefthrten Girversuchen, in 
denen die Invertinwirkung in der Zeit der Viertel- oder Halb- 
girung als Primarvorgang der beobachteten Girung kaum mehr 
ausreicht, dennoch ein Teil des gebildeten Invertzuckers, vom 
Rohrzucker aus dem Garungssystem verdringt, die Hefezelle zu 
verlassen. In den Zeitpunkten der Viertel- und Halbgirung 
bei so stark verminderter Invertinwirkung finden sich naimlich 





1) Diese Zs. Bd. 72, 8. 97 und zwar S. 108 (1911). 
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betrichtliche Mengen von reduzierend wirkender Substanz in 
der Girfliissigkeit. 

Es ist daher wahrscheinlich, daB die gewéhnlichen Hefen, 
die invertinreich auftreten, imstande sind, Rohrzucker direkt 
d. h. ohne vorangehende Inversion zu vergiren. 


Experimenteller Teil. 


Invertingehalt und Garvermégen nach EHinwirkung 
von Sauren und Alkalien. 


Verdiinnte Mineralsiuren und verdiinnte Alkalilaugen be- 
wirken gemi8 den nachstehenden Versuchen Verminderung 
des Invertingehaltes ohne Abtétung der Hefe. Das Gir- 
vermégen erfaihrt keine EimbuBe oder nur geringe. QObergirige 
und untergiirige Hefen stimmen im wesentlichen jiberein, aber 
das Verhalten wechselt einigermaBen von einer Hefeprobe zur 
anderen, zum Beispiel die Widerstandsfihigkeit der Girkraft. 
Die Unterhefen, Reinzuchthefe und einige Male in der Léwen- 
brauerei gefiihrte Hefen, zeigten Riickgang des Invertingehalts, 
entsprechend den Anfangszeitwerten von etwa 100—350 und 
den Endzeitwerten von 3000—5000. Die Girkraft wurde eher 
als bei obergiriger Hefe geschwicht. Die angewandten ober- 
girigen Hefen, reine Branntweinhefen der Zuckerraffinerie 
Frankenthal, Fabrik Regensburg, waren von vornherein armer 
an Invertin, entsprechend den Zeitwerten 500—1000. Ihr 
Invertingehalt sank auf ungefihr */,,, nimlich zu Zeitwerten 
von 10000—15000 und betriachtlich dariiber hinaus. Der 
letzte kleine Anteil des Enzyms scheint fiir die Saure, die in 
die Hefezelle eintritt, nicht mehr erreichbar zu sein. Auch 
invertinreiche Hefe, nach dem Verfahren unserer neunten Arbeit 
gewonnen, ergab nach kurzer Behandlung mit verdiinnter 
Schwefelsiure einen hundertemal schlechteren Zeitwert, z. B. 
5000. Es gelingt also, gewdhnliche Hefe ohne bedeutende 
Anderung des Garvermégens 15—20 mal invertinreicher und 
- andererseits 30fach invertindrmer zu machen. 

Fir die Behandlung mit Mineralsiiure nach den Ver- 
suchen der Tab. 1 ist z. B. 0,15- bis 0,80 n-Schwefelsiure sehr 
geeignet, 1 stiindige Kinwirkung gentigt. Zu demselben Ende 
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Tabelle 1. 

















Inversions- und Girvermégen nach Einwirkung von Schwefelsiure bei 
Zimmertemperatur. 
Halb- 

Ange- Ver- Inv.-Zeitwert girzeit (30 *) 

Nr. Hefe wandte ng vor | nach | vor mach 

Siure | Stan, Behandlung | Behandlung 

Min. | Min. 
1 | Oberg. Hefe (Regensb.)| 0,10n.} 14 | 480 |12000] 173 | 271 
2 dgl. 0,13 n. 2 685 |10400] 158 166 
3 dgl. 0,15n. 2 920 |18700] 161 | 189 
4 dgl. 0,15 n. 3 920 |16200] 161 2038 
5 dgl. 0,15 n. 1 4|1000 |13100] 165 184 
6 dgl. 0,15n.} 4 [1000 |16400] 165 | 207 
1 dgl. 0,15n,} 2 | 450 | 4900] 143 | 168 
8 dgl. 0,20n.} */, 608 1950] 178 175 
9 dgl. 0,25n.} */, 608 2950} 173 190 
10 dgl. 0,25n.{ 1 | 608 15000] 178 | 185 
11 dgl. 0,20 n. 2 920 {15500} 161 203 
12 dgl. 0,20 n. 2 500 ;|13000} 157 153 
18 dgl. 0,20 n. 2 500 |18500] 157 184. 
14 dgl. 0,20n,} 2 | 800 |18500] 180 | — 
15 dgl. 0,25n.| 2 | 650 |10600] 152 | 169 
16 dgl. 0,30 n. 2 480 9450] 173 182 
17 dgl. 0,40 n. 2 650 |10500}] 152 | 280 

18 | Brauereihefe Re-Reinz. | 0,10n. 5 94 | 4280]; — 226 

19 Brauereihefe Rd 0,15n.] %/, | 350 790} 111 | 128 
20 dgl, 0,15n.| 2 | 3866 | 3200) — | 178 
21 dgl. 0,20n.| 1 | 350 | 3660] 111 | 384 























fihrt (vgl. Tab, 2) die Behandlung mit 0,05n-Natronlauge in 
1 Stunde oder auch schon in 10 Minuten, Bei langerer Dauer 
der Alkalibehandlung wiirde der Invertingehalt noch bedeutend 
sinken, aber zugleich die Giarkraft leiden. Die anzuwendenden 
Reagenzien sind konzentrierter, als wenn das Inyertin in dem 
weniger geschiitzten Zustand wiBriger Lisungen der Kin- 
wirkung von Saiuren oder Alkalien unterlage. Auch aufeinander- 
folgende Behandlung mit Mineralsiure und mit Alkalilauge 
oder umgekehrt wurde mit dem gleichen Ergebnis angewandt. 

Die Hefeproben wurden in die 10fachen Mengen der 
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Reagenzien eingetragen und bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen; Versuche bei 0° fihrten nicht zu besseren Resultaten. 
Am Ende der Versuchszeit neutralisierten wir die Flissigkeit 
und trennten die Hefe in der Zentrifuge ab. Sie wurde einmal 
ausgewaschen und diente sogleich zur Bestimmung des Trocken- 
gewichts, Invertingehalts und Garvermégens. Aber auch bei 
20 stiindigem Aufbewahren im Hisschrank blieb die Inversions- 
und die Garfaihigkeit unverindert. Die Alkalien wirkten auf 
den Inhalt der Hefezelle starker ein als die Sauren. Die 
Resultate der Behandlung waren ungleichmaBiger, es bedurfte 
gréBerer Vorsicht, damit das Giarvermégen nicht litt. Die 
auf der Nutsche abgepreBte Hefe hatte nach der Alkali- 
behandlung héheres Trockengewicht (z. B, 28 °%/,). 
Phosphorsiure (0,5—1,0 molar) beeinfluBt den Invertin- 
gehalt in geringerem MaBe, fast gar nicht Borax (2°/,ige 
Lésung). FluBsiure (schon z. B. 0,01n.) vernichtet das Giér- 
vermégen ginzlich, ohne den Invertingehalt herabzumindern. 
Die an Invertin verarmte Hefe (z. B. untergirige Hefe 
vom Zeitwert 3220) erholte sich bei der Girfihrung mit 


Tabelle 2. 


Inversions- und Girvermégen nach Einwirkung von Natronlauge bei 
Zimmertemperatur. 
. (Angewandt Brennereihefe Regensburg.) 

















i 0 
Ha band Invertinzeitwert oT 
gew. | suchs- 
wee Set de | |_mach Behandlung 
‘| Gein) | Oe fe 1 ee 
1 0,05 n. 1, 608 | 5470 178 228 
2 0,05 n. 1 920 | 25500 161 302 
3 0,05 n. 1 510 | 5200 148 207 
4 0,055 n. 1 510 | 8100 148 196 
5 0,07 n. 1 510 | 2400 166 165 
6 0,10 n. 1, [ 608 | 9250 178 219 
7 : 0,10 n. 1}, 450 | 8600 166 438 
8 Hefe aus 
Tab. 1, Nr.10 | 0,10 n. 11, 115000 | 11000 185 228 
9 Hefe aus | 0,25 n- 1 5470 | 14000 228 255 
Vers. 1 H.SO, 
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niedrigster Zuckerkonzentration zum Beispiel in 8 Stunden zu 
einem Invertingehalt, welcher denjenigen der Ausgangshefe 
iibertraf (Zeitwert 278). : 

Bemerkungen zur Invertinbestimmung. Das In- 
vertin ist in der Hefe geméB den Untersuchungen von 
J. O’Sullivan4, von H. von Euler’), sowie von R. Will- 
stitter und F. Racke*) zuverlissig so zu bestimmen, daS 
man die frische Hefe unter Zusatz von etwas Zellgift (Toluol) 
und von Puffer auf Rohrzuckerlésung einwirken 148t. Auch 
bei invertinirmeren ober- und untergarigen Hefen von den 
Zeitwerten 700—1000 ergibt die Analyse widerspruchsfreic 
Resultate. Die Bestimmungen fallen aber nicht mehr sicher 
aus bei den an Invertin auBerordentlich armen Hefen, zu 
denen wir in der beschriebenen Weise gelangen. Die erste 
Beobachtungszeit der Invertinbestimmung ergibt keine oder 
fast keine Invertinwirkung, aber die spiteren ergeben Zeitwerte — 
von z. B. 25000 und 20000. Es scheint, daB das wenige noch 
vorhandene Invertin unzuganglich ist, vielleicht durch Ge- 
rinnungsvorgange versperrt. Es ist nétig, die Hefe so wie 
bei der Maltasebestimmung nach R. Willstatter und 
W. Steibelt* im unverdiinnten Zustand mit Zellgift, am 
besten mit Essigester, abzutéten und gegebenenfalls die dabei 
aufretende Saure zu neutralisieren. Nach der Vorschrift von 
Willstitter und Steibelt geniigen 4—6 Minuten zur Ver- 
flissigung. Fiir die Analyse der invertinirmsten Hefen scheint 
es aber besser zu sein, die Verfliissigung etwa 30 Minuten andauern 
zu lassen. In mehreren Spaltungszeiten findet man nach zu 
kurzer Einwirkung des Zellgiftes oft ansteigende Werte des 
Inversionsvermégens, nach der linger dauernden Verfliissigung 
aber gewodhnlich gute Ubereinstimmung. 





1) Journ. chem. Soe. Bd. 61, S. 598, 926 (1892). 

*) H. v. Euler u. 8. Kullberg, Diese Zs. Bd. 71, 8S. 14 und zwar 
S. 20 (1911); Bd. 73, S. 85 und zwar §S. 98 (1911); H. v. Euler u. 
O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 105, S. 187 und zwar S. 194 u. 211 (1919); 
Bd. 106, S. 201 und zwar S. 214 (1919). a 

%) Liebig, Ann. d. Chem. Bd. 425, 8. 1 (1920/21). 

*) Diese Zs. Bd. 111, 8. 157 und zwar S. 168 (1920). 
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Wenn bei diesen Hefen zu wahlen ist zwischen den AuBerst 
niedrigen Werten, die sich direkt bestimmen lassen, und den 
hdheren, die nach Verfliissigung gefunden werden, so sollen 
die letzteren vorgezogen werden, weil sie fir den zu ermitteln- 
den Effekt der direkten Saccharosegarung die ungiinstigeren sind. 

Es ist nach dem vorliegenden Versuchsmaterial wenig 
wahrscheinlich, da8 bei der Abtétung und Verfliissigung durch 
Zellgift in unverdiinntem Zustand Enzymneubildung eintritt, 
Wahrscheinlich beruhen die beobachteten Differenzen darauf, 
daB das die Vorbehandlung mit Alkali oder Saure tiberdauernde 
Invertin fir den in die unversehrte Zelle eintretenden Rohr- 
gucker nicht mehr geniigend zuginglich ist. 


Andere Enzyme nach derSaure- oder Alkalieinwirkung. 


Maltase. Auf Brauereihefe lieBen wir 0,15n-H,SO, 
2 Stunden lang einwirken. Wahrend vom Invertin 12°/, iibrig 
blieben, ging die Maltase bis auf etwa 2°/, verloren. Der 
Maltasezeitwert war zuvor 42, nach der Saéurebehandlung be- 
trug er ungefahr 2000 (nimlich 1880 bei der 1., 2360 bei der 
2. Beobachtungszeit). Die an Maltase verarmte Hefe vergor 
Malzzucker mit einer etwas verlingerten Halbgirzeit von 
167 Minuten. Dabei verbesserte sich der Maltasegehalt zum 
Zeitwert 106. 

Bei Garfihrung mit niedrigster Zuckerkonzentration erholte 
sich der Maltasegehalt der siurebehandelten Hefe in 8 Stunden 
zum Zeitwert 63. 

Die Brennereihefe von Regensburg war von Shean 80 
arm an Maltase, daB sie sich fir die Beobachtung der Maltase- 
abnahme nicht eignete. 

Proteasen. Die proteolytische Wirksamkeit der Hefe 
leidet zugleich mit der carbohydratischen, aber in geringerem 
MagBe. 


Herr Dr. W. Grassmann hatte die Freundlichkeit, im Zusammen- 
hang mit einer demnichst zu veréffentlichenden Untersuchung iiber Hefe- 
proteasen einige Versuche an invertinarm gemachter Hefe auszufihren. 
| Tryptische Wirkung. Je 76g der Ausgangshefe und der mit H,SO, 

behandelten Hefe (Zeitw. 16200) wurden mit je 4 ccm Chloroform verfliissigt 
und mit 70 cem Wasser versetzt. Unter Neutralisieren der entstehenden 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL. 20 
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Siure lieBen wir die enzymatische Freilegung 40 Stunden dauern und 
das gebildete Autolysat noch einige Tage im Eisschrank stehen. 

Zur Bestimmung diente Gelatine als Substrat. 

2,0 cem Autolysat mit 0,6 g Gelatine und 1,6 cem m/5-Dinatrium- 
citrat (py = 5,0) im Vol. von 10 cem. Spaltung in 24 Stunden bei 40° 
gemessen in alkoholischer Lésung mit n/5-KOH. | 


Ausgangshefe Invertinarme Hefe 


2,00 ? 0,23 cem n/5-KOH 
Kontr. ohne Substrat . . 0,25 0,04 ,, a 
Acidititszunahme .. . 1,75 O49 4, 9 


Die ereptische Wirkung wurde ebenfalls verfolgt, indessen noch 
ohne ein fertig ausgearbeitetes Verfahren fiir die Freilegung des Hefe- 
erepsins. Aus den gefundenen Zahlen der ereptischen Wirkung ist nur 
zu schlieBen, daB ein Riickgang neben der Invertinzerstérung statt- 
gefunden hat. 

Je 12,5 g der beiden Hefen werden mit 1 cem Essigester im 
50-cem-MeBkolben verfliissigt, darauf mit 30 cem Wasser verdiinnt und 
die entstandene Siure wihrend einer Freilegungsdauer von 90 Minuteu 
mit NH, neutralisiert. Nach Auffiillen auf 50 cem dienten 2 ccm der 
Suspension (entspr. 0,5 g Hefe) fiir die Bestimmung mit 0,226 g d,1-Leucyl- 
glycin und 8 ccm m/3-Natriumammonphosphatpuffer (py = 7,8) in 10 cem 
Gesamtvolumen. Spaltung in 1 Stunde bei 40°, gemessen mit n/5-KOH. 


Ausgangshefe Invertinarme Hefe 


1,66 0,90 cem n/5-KOH 
Kontr. ohne Substrat . . 0,18 0,23 ,, ” 
Acidititszunahme .. . 1,48 OST -,, ” 
Entspr. Spaltung (asym.) . 49 22 °%/, 


Invertinbildung in invertinarmer Hefe bei der Garung. 


Nach Verlust von etwa 95°/, des Invertins wies die Hefe 
in vielen Beispielen fast unverinderte Garkraft auf. Die 
Induktionszeit bis zum LEintritt lebhafter Garung war ver- 
langert, aber die ganze Zeit der Entwicklung der halben 
méglichen Kohlenséuremenge war in giinstigen Versuchen nicht 
oder wenig vermehrt. Aus solchen Girversuchen lassen sich aber 
keine tiberzeugenden Folgerungen hinsichtlich der Ausschaltung 
des Invertins von der Rohrzuckergirung ziehen, weil die Hefe wih- 
rend der Girung wieder Invertin bildet. Unter den Bedingungen 
der Halbgirzeitbestimmung erholte sich z. B. die mit Saure 
behandelte Hefe vom Zeitwert 10000 bis 12000 rasch zu Zeit- 
werten, die zwischen 1500 und 2000 lagen (Tab. 3); dann blieb 
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im weiteren Verlauf der Girung der Invertingehalt stehen. 
Nach der Alkalibehandlung vermochte die Hefe in einigen 
_ Beispielen (Nr. 3 und 4 der Tab. 3) nur sehr wenig Invertin 
zurickzubilden, aber dieses Verhalten scheint schwer reproduzier- 
bar zu sein. In einigen Fallen war nach der Alkalibehandlung 
die Girkraft erheblich vermindert, in anderen war sie sehr gut 
geblieben, indessen es bildete sich wiederum Invertin zuriick. 


Tabelle 3. 


Invertinzuwachs in invertinarmer Hefe 
bei Garung unter den Bedingungen der Halbgirzeitbestimmung. 








Vorbehandlung Zeitwert */«-Garang Halbgirung 


Nr. dew Blafa vor | nach | Gir- | Zeitw. | Gar- | Zeitw. 
Behandlung | zeit | danach| zeit | danach 


0,13n-H,SO,, 2 Std. | 685 |10500} 95 | 1750 | 166 _ 
































1 
2 | 0,2n-H,SO,, 2 ,, | 685 |12100] 98 | 1480 | 171 | 1910 
3 | 0,05n-NaOH, 1/, ,, | 605 | 5470) — — | 298 | 4120 
4 |0,05n-NaOH, 1 ,, | 800 |11400] 214 | T7270 | — oe 


Auch bei Garung in saurem Medium, bei p,, = 2,05 
bis 2,2, erfolgt Invertinvermehrung (Tab. 4) und zwar mit der- 
selben Geschwindigkeit und in demselben MaBe wie bei der 
Girung unter normalen Bedingungen. Die Erscheinung 
erreichte in einem Versuche wahrend 1/,-Garung (85 Min.), in 
einem anderen schon in 50 Min. ihr Ende. 


Tabelle 4. 


Invertinzuwachs in invertinarmer Hefe bei Girung in saurem Medium. 








Civica cine Zeitwert | py d. 1/,-Garung 1/,-Garung 
A 









































, vor | nach | Giar- _,. | Zeitwert |Gir-|Zeitw. 
gapiences hake fliiss, Gkeaeit danach | zeit| dan. 
1} 0,2n-H,SO,, 2Std.}500/13000] 2,15] 127 940 | 208) 1180 
210,2n-H,SO,, 2 ,, |800/18500}2,10] 116 1180 | 210| 1320 
| (nach 50 Min. 1150) 
31 0,15n-H,SO,,2 ,, | 450! 4900] 2,05] 114 1550 | 204 | 1660 
410,1n-NaOH, 1/,,, | 450} 8600] 2,05] 280 7900 |488]?- 
5 | 0,05n-NaOH,1 ,, |510| 8100] 2,05] 130 1650 |226/ 1980 
(nach 1/,-Garung in 
85 Min. 1670) 








20* 
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Die Enzymmengen, die bei diesem Ansteigen der Invertin- 
gehalte, also beim Riickgang der Hefezeitwerte, gebildet werden, 
sind nicht gro$. Beispielsweise enthalten 100 g trockene Hefe 
vom Zeitwert 12000 0,167 S.E. und bilden bei der Erholung 
zum Zeitwert 1500 1,178.E., wihrend 100g trockene Hefe 
vom Zeitwert 300, die in der neunten Arbeit zum Zeitwert 20 
gefiihrt wurden, 93,3 8. E. bildeten. 


Invertinwirkung in sauerem Medium. 


Ks ist die Methode dieser Arbeit, die invertinarm gemachte 
Hefe unter solchen Bedingungen Rohrzucker vergiren zu lassen, 
daB die Gargeschwindigkeit nicht erheblich hinter der normalen 
zuriickbleibt und daB die Saccharasewirkung mdglichst herab- 
gesetzt wird. Dies wird in saurer Giarfliissigkeit erreicht und 
zwar bei p,, = ungefahr 2, am besten 2,05. Die Girung ist 
unter diesen Umstinden, wie sich nach einigen Beispielen der 
Tab. 5 schatzen laBt, um etwa 20—30°/, verlangsamt. Da- 
gegen ist bei p,, = 1,80 —1,95 die Gargeschwindigkeit bedeutend 
geringer. 


Tabelle 5. 


Vergleich der Halbgirzeiten von obergiriger Hefe 
unter tiblichen Bedingungen und bei pg = ungefahr 2. 


























N Vorbehandlung Ciitwort Pu b. d. Halbgarzeit 

‘ itwe : 

r der Hefe Garung unter norm. | in enurem 

| Bedingungen| Medium 

1 j 0,05n-NaOH, 18td. 5200 1,95 207 294 
2] ebenso — 8100 2,05 "196 226 
8 | 0,ln-NaOH, */,,, 8600 2,05 |1/,-Gir. 244 | 1/,-Gar. 288 
4 | 0,2n-H,SO,, 2 ,, 13000 2,1 1538 190 
5 | ebenso 18 000 2,15 158 208 
6 | 0,15n-H,SOQ,, 2 ,, 4900 2,05 163 203 





In diesem saueren Medium betrigt die Wirkung des In- 
vertins, wenn sie mit einem gereinigten Saccharasepraparat 
bestimmt wird, nur ungefaihr 7°/, von derjenigen bei optimaler 
Aciditaét (p,, = 4,63). Die Bestimmungen (Tab. 6) fihrten wir 
mit Riicksicht auf den Vergleich mit der Garung bei 30° aus, 
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nimlich unter den Verhaltnissen der Vergleichszeitwertbestim- 
mung nach R. Willstatter und W. Steibelt.’) Infolge der 
Empfindlichkeit des Enzyms gegen Siure geht die Wirksam- 
keit, also auch der Aktivititsquotient, von der ersten Ablesung 
(Beobachtungszeit etwa 30 Min.) zu den folgenden zuriick. 














Tabelle 6. 
Wirkung von Invertin (S. W. 3,7) bei py = ungefahr 2. 
: Verhiltnis der 
Pa Zeit Drehung Spaltung Wirkung zur 
(Min.) (°) (°/5) optimalen (°/,) 
1,85 0 5,27 0 ete 
3 30 4,58 10,2 4,5 
71 4,14 16,5 3,3 
210 3,80 21,4 1,5 
2,08 0 5,27 0 = 
46 8,80 21,5 6,8 
87 8,24 29,6 5,8 
226 1,80 50,6 3,9 
2,07 0 5,27 0 — 
29 4,40 12,7 6,0 
70 3,81, 21,3 4,5 
105 3,17 30,2 4,5 
2,1 0 5,27 0 Be 
30 4,19 15,8 7,5 
57 8,53 25,4 6,8 
113 2,58 39,2 5,8 
2,13 0 5,27 0 “ 
23 4,21 15,4 9,6 
58 3,28 29,1 7,9 
114 2,38 42,9 6,8 














Bei der Bestimmung mit Hefe selbst und zwar mit der 
durch Kssigester verfliissigten invertinarmen Hefe (Zeitwert 
2000—-1000) ergibt sich nach den Beispielen der Tab. 7 der 
Aktivitaétsquotient bei p,, = 2 kaum hoher als mit gereinigtem 


4 





t) Diese Zs. Bd. 111, S. 157 und zwar 8S. 169 (1920). 


Rear’ 
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Enzym. Das noch in der Hefezelle enthaltene Invertin ge- 
niebt also wenig Schutz durch vorhandene Puffer. Man er- 
kennt, da8 sich hier in der abgetéteten Zelle fast dieselbe 
Aciditét einstellt wie in der wiBrigen Lésung. Dies scheint 
aber nur fiir die mit Saiure oder Alkali vorbehandelte und an 











Tabelle 7. 


Invertinwirkung invertinarmer Hefe bei py = etwa 2,1 
(nach Verfliissigung bei 30°). h 





























Vor- . Akti- j 
Zeit | Drehung | Spaltan ’ 
Nr. | behandl. | Zeitwert | py Mi ore - . vitits- 
der Hefe ee) ) Ch) quotient 
1 Alkali 2300 | 2,0 0 5,27 0 — 
47 | 4,67 8,8 7,4 
166 | 4,89 12,8 3,3 
2 Alkali 1650 2,0 0 5,27 0 —_ 
148 3,15 31 6,2 
384 3,02 88 — 
8 Alkali 2800 | 1,95 0 5,27 0 — 
49 4,65 9,1 6,0 
166 4,49 11,4 2,4 
4 | Alkali | 1900 | 21 0} 697 0 _ 4 
96 4,80 6,8 5,1 i 
162 4,38 12,8 6,2 | 
5 Sdure 1050 2,1 0 5,27 0 — 
84 8,15 22 5,8 
156 3,80 29 8,9 
817 3,08 32 2,9 
6 Siure 0440 | 2151 Of 5,27 0 — . 
80 2,42 42 11,8 
171 1,56 54 7,6 . 
7 Saure 1180 2,15 0 5,27 0 — 
52 4,10 17,1 10,7 
838 3,94 19,4 1,7 
. Saure 940 | 2,2 0 5,27 0 _ 
86 1,78 51,7 14,6 
172 0,64 67,7 10,1 





























eel 
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Invertin verarmte Hefe zu gelten, auch wenn sie bei der 


‘Garung wieder etwas mehr invertinhaltig geworden ist. 


Bei den ganz invertinarmen Hefen unmittelbar nach Alkali- 
oder Siurebehandlung (ohne Invertinneubildung im Garungs- 


-verlauf) ist die nach Verfliissigung bestimmte Wirksamkeit des 


Invertins noch geringer. 

















Tabelle 8. 
Wirkung sehr invertinarmer Hefe bei pg = 2,1 (bei 30°). 
Zeit \Deeh bi Verh. der 
Zei rehun altun : 
Nr. Pu Zeitwert ; ds ied 6 os 
(Min.) (°) (“/o) hve ns 
bei opt. py 
1 2,15 8100 118 4,93 5,0 4,8 
1690 8,98 19,6 1,6 
2 2,10 13 500 1178 4,28 14,4° 1,35 
3 2,05 18 500 381 5,10 2,9 — 
1344 4,20 15,7 2,57 




















Fiir die Beurteilung der Invertinwirkung wiahrend der 
Garung ist die Frage von Bedeutung, ob vielleicht die lebende 
Hefe in sauerem Medium stirker auf Rohrzucker zu wirken 
vermag als die abgetitete. Diese Frage l48t sich an der durch 
Garfihrung bei niedriger Zuckerkonzentration sehr invertin- 
reich gemachten Hefe entscheiden. Hier ist die Invertinwirkung 
im Verhaltnis zur Gargeschwindigkeit so stark und zwar auch 
noch in dem zu sauren Medium, daB die Girung in der Beob- 
achtungszeit ganz ohne EHinfluB ist. Die Bestimmung in der 
lebenden Hefe (also ohne Zellgift) ergibt einen nur wenig 
héheren Aktivititsquotienten als die iibliche Bestimmung nach 
Abtétung. Diese Versuche (Tab. 9) zeigen auch, daB das In- 
vertin in den zu hohem Invertingehalt gefiihrten Hefen, anders 
als in den mit Siure oder Alkali behandelten, durch natiir- 
liche Pufferung einigermaBen gegen die Saure geschiitzt ist. 
Der Quotient der Wirkung in stark saurem und in optimalem 
Medium ist héher als bei Invertinlésungen und als bei den 
verfiiissigten invertinarm gemachten Hefen. 
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Tabelle 9. 


Vergleich der Rohrzuckerspaltung bei pg = etwa 2 in ee und 
in abgetéteter invertinreicher Hefe. 




















Nr, |Zeitwert Zeit Drehung | Spaltung | Aktivitits- 
r. Pu ° : . 
der Hefe (Min.) (°) (%/5) | quotient 
Lebende Hefe 
1 23 1,88 0 5,27 0 _ 
17 3,74 22,3 15,5 
37 2,65 38,3 13,8 
65 1,55 54,3 11,9 
2 23 1,90 16 3,56 25,0 18,8 
37 2,42 41,7 15,2 
65 1,19 59,5 13,4 
8 26 1,95 29 8,39 21,4 15,5 
65 1,98 48,1 13,6 
99 1,06 61,2 11,9 
4 26 2,0 29 | 3,06 82,2 18,5 
55 1,98 48,8 16,3 
105 0,42 10,7 14,3 
5 26 2,08 38 2,95 33,8 15,0 
112 0,60 | 66,8 12,6 
149 0,05 — 16,2 11,7 
Verfliissigte Hefe. 
6 28 1,95 19 3,04 82:6 14,1 
87 1,92 48,9 11,7 
66 0,86 64,3 10,5 
7 26 2.05 41 1,37 56,8 16,5. 
117 —0,62 85,8 88 




















Rohrzuckergirung durch invortinkrmate: Hefen 
bel py, = 


Mit den durch Siure- oder Alkali behandlung sehr invertin- 
arm gemachten Hefen wurde der Rohrzucker in der saueren 
Lésung vergoren. Um die Geschwindigkeiten der Garung und 
der méglichen Zuckerinversion zu vergleichen, ermittelten wir 
an mehreren Zeitpunkten (*/,- und +/,-Garung) den jeweiligen 
Invertingehalt der Hefe und ihre Aktivitét bei dem p, des 
Garversuches. Die Bedingungen der Girung gemiB dem Vor- 
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schlag von Willstatter und Steibelt fir die Bestimmung 
der Halbgirzeit (80°, 20 ccm 4,75°/,iger Rohrzuckerlésung 
mit der 0,2 g trockener Hefe entsprechenden Menge frischer 
Hefe) und die Bedingungen der Invertinbestimmung (Vergleichs- 
zeitwert bei 30° mit 4,75 g Rohrzucker unter Zusatz von 2 com 
20 °/,iger NaH,PO, in 100 ccm) waren so ibnlich wie méglich. 
Die Messung der Kohlensiure geschah wie in der Untersuchung 
von H. v. Euler und K. Josephson’) mit besonderen Vor- 
sichtsmaBregeln in Biiretten itiber Kohlensiure gesattigtem 
Wasser von konstanter Temperatur. Parallel mit dem Gir- 
versuche fihrten wir im Schiittelthermostaten von 30° eine 
Girung in 20fach gréBerem Mafistabe aus, um in aufeinander- 
folgenden Proben den Invertingehalt und die Invertinaktivitat 
bei p, = 2 zu ermitteln. 

Das sauere Medium der Girfliissigkeit, 0,01 n-H,SO, ent- 
sprechend, erforderte infolge der Gegenwart der Niahrstoffe 
(0,25 g KH,PO,, 0,2 ¢ Acetamid und ein wenig CaSO, und 
MgSO,) etwa 1 ccm n-H,SO, auf 20 ccm. Demgema8 wurde 
zur Bestimmungslésung die doppelte Menge primaren Phos- 
phats zugesetzt, nimlich 1g KH,PO,. Die Hefe beeinflubt 
die Aciditét der Lésung, indem sie gewisse Mengen und zwar 
etwas wechselnde von Saure adsorbiert. Im Vorversuch wurde 
mit der Indicatorenmethode der fir die Giarfliissigkeit + Hefe 
erforderliche Zusatz von n-H,SO, ausprobiert, im Garversuche 
selbst wurde die Wasserstofizahl am Ende kontrolliert. 

Die folgenden Beispiele zeigen, daB die Zeiten der '*/,- 
und 3/,-Garung den Zeiten entsprechender Spaltung nahe kamen 
und daB die Garung im allgemeinen sogar etwas rascher ver- 
lief als die mégliche Rohrzuckerspaltung. Dabei wurde aber 
der fiir die Girung so knapp verfiigbare Invertzucker nicht 
etwa vollstindig vergoren, sondern die Garfliissigkeit enthielt 
nach '/,- und 1/,-Garung erhebliche Mengen von reduzierend 


wirkender Substanz. 
Erstes Beispiel. 


Angewandt Brennereihefe von Regensburg, Invertinzeit- 
wert 500, Halbgirzeit 157 Min. 


*) Diese Zs, Bd. 120, 8. 42 (1922). 
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Nach 2 stindigem Behandeln mit 0,2 ne MO;:: war der 

Zeitwert 13000 und die Halbgirzeit 153. | 
Girung bei py = 2,1. 
1/,-Giirzeit 125, 1/,-Girzeit 190 Min. 
Zeitwert nach */,-Gérung 1050, nach */,-Giirung 1375. 

Nach 1/,-Garung: Nulldrehungszeit unter den Bedingungen 
der Bestimmung nach C. O’Sullivan und Tompson, indessen 
bei p, = 2,1, 17700 Min. (Nr. 5 der Tab. 7). Daher Anfangs- 
wert der Hefe fir Rohrzuckerspaltung bei p, = 2,1 etwa 
1,3 °/, der normalen Aktivitat, entsprechend +/,-Spaltung in 
5200 Min. 

Daher 1/,-Spaltungszeit 94, /,-Spaltungszeit 218. 


Zweites Beispiel. 
Brennereihefe von Regensburg, Zeitwert 510, Halbgir- 
zeit 148. 
Nach 1 stiindiger Behandlung mit 0,05n-NaOH war der 
Zeitwert 5200 und die Halbgirzeit 207. 


Girversuche bei py = 1,78 1,80 1,85 

i ht. ERS 251 192 Min. 

/Girseit . . . . 618 482 359 ,, 
Girversuch bei py = 1,95. 


Min. 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 
eem CO, 7 15 88 $49 64 %T9 94 #108 1232 186 150 


Also */,-Girzeit 166, ‘'/,-Girzeit 318 Min. 
Im Garversuch bei p, = 1,8 (ohne groBen Einflu8 des p,) 


wurde nach */,-Garung der Zeitwert der Hefe = 2300 und die — 


Nulldrehungszeit bei p, = 2,0 31200, bei p, = 1,95 
38600 Min. gefunden (Nr. 3 der Tab. 7). ; 7 
Mithin +/,-Spaltungszeit bei py = 2,0 166, bei py = 1,95 200 Min. 
ee ” y» Po = 2,0 875, , Dp = 1,95 465 ,, 

In der Garfliissigkeit wurde das Reduktionsvermégen nach 
Sonntag und Bertrand bestimmt. Unter den normalen Gir- 
bedingungen enthielten je 20 ccm nach 1/,-Garung reduzierende 
Substanz entspr. 98 mg, bei p,, = 1,95 22 mg, nach 1/,-Garung 
bei p, = 1,85 22 mg und bei p, = 1,8 16 mg Invertzucker, 
wahrend er bei p, = 1,75 fehlte. hs | 
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Drittes Beispiel. 

Brennereihefe vom Zeitwert 450, Halbgiirzeit 166. 

Nach 1/, stiindiger Behandlung mit 0,1 n-NaOH betrug der 
Zeitwert 8600 und die Halbgirzeit 438. 

Girung bei pq = 2,05. 
| 1/,-Girzeit | 280 Min. 

Zeitwert nach 1/,-Girung 7350. Daraus berechnet sich 
unter Annahme eines Aktivitatsquotienten von 7°/, fiir p, = 2 
die Nulldrehungszeit von 105000 Minuten. 

Daher */,-Spaltungszeit 533 Min. 


Viertes Beispiel. 
Brennereihefe von Regensburg, Zeitwert 510, Halbgir- 
zeit 148. 
Nach 1 stiindiger Behandlung mit 0,055 n-NaOH war der 
Zeitwert 8100, die Halbgirzeit 196 Min. 
Girung bei py = 2,05. 
Min. 30 60 90 120 150 180-210 240 
com CO, 6 15 87 59 88 110 188 156. 


Also 4/,-Girzeit 130, +/,-Girzeit 226 Min. 

Zeitwert der Hefe nach 1/,-Garung 1670, nach 3/,-Garung 
1650, nach */,-Girung 1980. 

Anfangswert der Hefe fiir Rohrzuckerspaltung bei p, = 2,15 
héchstens 5°/, der normalen Aktivitat, entsprechend '/,-Spaltung 
in 860 Min. Nach '/,-Garung Nulldrehungszeit der Bestimmung 
nach O’Sullivan und Tompson, aber fiir p, = 2,0, 26800, 
nach 1/,-Garung Nulldrehungszeit fir p, = 2,1 30500 Min. 
Aus der ersten Zahl berechnet sich 

1/,-Spaltungszeit 132, */,-Spaltungszeit 305 Min. 

Aus der zweiten Zahl berechnet sich 1/,-Spaltungszeit 
367 Min. 

Auch bei diesem Girversuch schien reichlich Invertzucker 


~ aufzutreten. In 20 com Girfliissigkeit (anfangs 0,95 g Rohr- 


zucker enthaltend) fanden sich reduzierende Substanzen entspr. 
67,5 mg Invertzucker nach '/,-Garung, 44 mg nach */,-Garung. 


Bei der Bestimmung der reduzierenden Liésungen hat uns 
Herr Helgo Lampe freundlichst unterstiitzt und uns zu Dank 
verpflichtet. 














Uber die Verbindungen des Formaldehyds mit Glykokoll. 


Von 


Hugo Krause, Dresden. 





(Der Redaktion zugegangen am 10. Oktober 1925.) 


Zu der kiirzlich in dieser Zeitschrift’) erschienenen Abhandlung 
der Herren Bergmann und Ensslin seien mir folgende Ausfiihrungen 
gestattet: 

Das von den Verfassern beschriebene Triformal-glycinkupfer halte 
auch ich fir identisch mit meiner Oxytrimethylen-glycinkupfer-Form- 
aldehydverbindung *); die Elementaranalyse stimmt fir beide <Auf- 
fassungen, die Menge des abspaltbaren Formaldehyds ist dagegen mit 
Bergmanns Formulierung besser zu vereinbaren. Auch fiir das von 
mir friiher als Oxytrimethylen-glycinbarium *) beschriebene Saiz, bei 
dessen Bildung ich selbst schon auf manche Unsicherheiten hinwies, 
diirfte die Bergmannsche Auffassung richtig, dieses Salz also mit dem 
spiter von mir beschriebenen N-Oxymethyl-glycinbarium‘*) identisch sein. 
Der anfangs von mir zu hoch gefundene Kohlenstoffgehalt erkliart sich 
wohl dureh die von Hrn. Bergmann festgestellte leichte Anlagerung 
von Formaldehyd an derartige Kérper. Die ganz im Anfang meiner 
Untersuchungen iiber Formaldehyd-Glykokollverbindungen erhaltenen 
gut krystallisierenden und wenig wasserléslichen Barium- und Kupfer- 
salze weichen in ihrem Verhalten véllig von allen anderen, fuBerst 
wasserléslichen und nur als amorphe Fillungen erhaltenen Oxytri- 
methylen-glycinsalzen ab, so daB schon deshalb ihre Zugehiérigkeit zu 
dieser Reihe unwahrscheinlich ist. Die wirklichen, gleichfalls sehr 
wasserléslichen Barium- und Kupfersalze des Oxytrimethylen-glycins 
habe ich erst spater beschrieben.°) 





1) Diese Zs. Bd. 145, S. 194 (1925). 

2) Chem. Ber. Bd. 51, S. 148 (1918). 

8) Ebenda, 8. 148. 

*) Chem. Ber. Bd. 52, S. 1218 (1919). 

5) Ebenda, S. 1213 und Bd. 51, 8. 546 (1918). 
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Hr. Bergmann hat das zuerst erwibnte, krystallisierte Bariumsalz 
im Vakuum bei 100° villig entwissern kénnen und sieht die wasser- 
freie Verbindung als Methylen-glycinbarium an. Dariiber kann wohl 
kein Zweifel sein. Dagegen glaube ich — Bergmann l&8t die Frage 
unentschieden —, da8 man das Barytsalz, wie es im wibrigen Medium 
auskrystallisiert, als N-Oxymethyl-glycinbarium formulieren darf, wie 
von mir geschehen. Das lufttrockene Salz verliert bei Atmosphiren- 
druck iiber Schwefelsiure anfangs rasch Wasser, bis es der Formel 
[(CH,(OH)-NH-CH,-+CO,},Ba, also dem N-Oxymethyl-glycinbarium, ent- 
spricht; dann findet nur eine sehr langsame Gewichtsabnahme statt, die 
bei Verlust nur noch eines Molekiils Wasser zu Ende geht.') Ver- 
mutlich entsteht also ein Anhydrid der Formel O=(CH,- NH-CH,-CO,),Ba. 
Bei den Oxymethyl-glycinsalzen des Kaliums, Natriums und Kupfers 
habe ich eine ahnliche Anhydridbildung beim Erwirmen im Vakuum 
(14—16 mm) auf 75—80° beobachtet. Der an Stickstoff gebundene 
Wasserstoff scheint sich also erst gegen 100° an der Wasserabspaltung 
zu beteiligen. . ; 

Noch zwei weitere Umstiinde sprechen fir die Auffassung der dem 
Bariumsalz zugrunde liegenden Siure als N-Oxymethyl-glycin. 1. Die 
stark saure Lisung des Glykokolls in wiSrigem Formaldehyd scheidet 
auch nach einigem Stehen in der Kialte durch gréBeren Zusatz von 
Alkohol das Glykokoll unveriindert wieder aus.?) Dies wire unméglich, 
wenn das mit seinen Komponenten in einem rasch sich einstellenden 
Gleichgewicht befindliche Additionsprodukt von Formaldehyd an Gly- 
kokoll bereits unter Wasserabspaltung in Methylen-glycin tibergegangen 
wire. 2, Das von mir auf zwei verschiedenen Wegen erhaltene Silber- 
salz*) entspricht gleichfalls der Oxymethyl-glycinformel. Da einfache 
Silbersalze ziemlich ausnahmslos krystallwasserfrei sind, diirfte auch hier 
das vorhandene Wasser als Konstitutionswasser anzusehen sein. 

Wenn Hr. Bergmann nach Untersuchung gerade der beiden 
krystallisierten, aus dem Rahmen der sonstigen Oxytrimethylen-glycin- 
salze ganz herausfallenden Verbindungen die Existenz der ersteren tiber- 
haupt bezweifelt, kann ich ihm nicht beipflichten. Unangefochten, 
bleiben, um nur die wichtigste Tatsache der Kiirze halber hier an- 
zufiihren, die Beobachtungen, da8 aus einer Reihe dieser Salze durch- 
Wasser die Oxymethyl-glycinsalze in zum Teil krystallinischer Form 
_abgesehieden werden unter gleichzeitiger Bildung erheblicher Mengen 
von Methylalkohol, der stets nach Uberftihrung in Formaldehyd durch 
die fiir diesen spezifische, auch bei Gegenwart anderer Aldehyde an- 
wendbare Reaktion mit Fuchsinschwefligsalzsiiure (nach Grosse- 





1) Chem. Ber. Bd. 52, S. 1218—1219 (1919). 
*) Chem. Ber. Bd. 51, S. 1569 (1918). 
*) Ebenda, S. 149 u. 1567. 
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Bohle) nachgewiesen wurde. In einigen umkompliziert liegenden 
Fallen, so insbesondere bei der Darstellung des unléslichen, pulvrigen 
N-Oxymethyl-glycinsilbers aus Oxytrimethylen-glycincalcium mit Silber- 
nitrat, hat sich feststellen lassen, da8 die dabei abgespaltene Menge 
Methylalkohol in guter Ubereinstimmung mit der aus nachstehender, 
der Einfachheit halber fir die freien Siiuren aufgestellten Reaktions- 
gleichung berechneten Menge steht: 
CH(OH)[(CH,-NH-CH,-CO,H], + 2H,0 
= CH,(OH) + 2CH,OH)-NH.- .CH,- CO,H . 

Bei der anderen Art der Darstellung des Silbersalzes aus Oxymethyl- 
glycinkalium konnten nur unsichere Spuren von Methylalkohol auf- 
gefunden werden. 

Erhebliches Gewicht besitzt allerdings der Einwand Bergmanns, 
daB das Oxytrimethylen-glycin als Abkémmling des Oxytrimethylen- 
diamins nicht leicht Formaldehyd abspalten diirfte. Ich habe seinerzeit 
bei dem Versuche, fiir den Kérper C,H,,0;N, nach seinem Verhalten 
eine Konstitutionsformel aufzustellen, zwischen den beiden Formelbildern 





CH,-NH-CH,-C0,H CH,=NE- -CH,-CO,H 
CH(OH) und mit 
|___CH,-NH-CH,-CO,H CH,=NH-CH,-CO,H 





geschwankt, wollte aber schlieBlich die von der zweiten Formel ge- 
forderte Fiinfwertigkeit der beiden N-Atome vermeiden. Da aber die 
letztere Formel die leichte Abspaltbarkeit von Formaldehyd und Methyl- 
alkohol besser verstehen la8t, diirfte sie dem bisher bekannten Ver- 
halten des Oxytrimethylen-glycins, welche Bezeichnung man ja auch fir 
die zweite Formel beibehalten mag, eher entsprechen. 
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